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De tudo ficaram trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comegando...

A certeza de que precisamos continuar...

A certeza de que seremos interrompidos antes de terminar.
Portanto, devemos:

Fazer da interrupcdo um caminho novo...

Da queda, um passo de danca...

Do medo, uma escada...

Do sonho, uma ponte...

Da procura, um encontro.

Adaptado de Fernando Sabino
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RESUMO

O sistema composto por uma reator UASB seguido de lagoas de polimento em série (UASB-
LP) tem sido aplicado com sucesso para o tratamento de esgoto doméstico, com eficiente
remog¢do de matéria organica e inorgdnica, bem como de microrganismos patogénicos. A
avaliacdo da remocdo de bactérias patogénicas em sistemas de tratamento ocorre geralmente
pelo decaimento de bactérias coliformes fecais e da bactéria Escherichia coli. Atualmente
tém-se utilizado a técnica molecular da reacdo em cadeia da polimerase (polimerase chain
reaction - PCR) para deteccdo de bactérias patogénicas em amostras de dgua, alimentos e em
andlises clinicas. O presente trabalho teve por objetivo estabelecer metodologia de preparacdo
e concentragcdo das diferentes amostras que compdem o sistema UASB-LP para aplicagdo da
técnica PCR para detecg@o de bactérias patogé€nicas em amostras de esgoto bruto e efluentes
tratados. Com este trabalho foram estabelecidas as condi¢des para o monitoramento das
espécies Escherichia coli, Salmonella spp., Salmonella thyphimurium, Shigella spp., Shigella
dysenteriae, Helicobacter pylori, Enterococcus spp. € Staphylococcus aureus utilizando
primers especificos. Os resultados obtidos com o monitoramento das bactérias permitiram
concluir que as bactérias Escherichia coli, Enterococcus spp. e Shigella dysenteriae
detectadas no esgoto bruto foram removidas ao longo das unidades de tratamento, ndo sendo
detectadas no efluente final. J4 a bactéria Salmonella typhimurium foi detectada nos efluentes
das lagoas e no efluente final. Helicobacter pylori e Staphylococcus aureus ndo foram
detectadas no esgoto bruto e nos efluentes das unidades de tratamento. Estes resultados
mostram a aplicabilidade da técnica PCR para investigagdo qualitativa de bactérias

patogénicas em sistemas de tratamento de esgotos.
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ABSTRACT

Wastewater treatment based on a UASB reactor followed by polishing ponds is well
established for removing organic and inorganic matter, as well as pathogenic microorganisms.
Usually the evaluation of pathogenic bacteria removal in wastewater treatment systems is
carried out by analyzing fecal coliforms and Escherichia coli decay. Recently molecular
techniques based on polimerase chain reaction method (PCR) have been applied for detecting
pathogenic bacteria in water, food and clinical samples. The present work aimed to establish a
methodology for sample preparation, DNA extraction and PCR analysis in samples along the
UASB- polishing ponds system for several pathogenic bacteria. Monitoring of Escherichia
coli, Salmonella spp., Salmonella thyphimurium, Shigella spp., Shigella dysenteriae,
Helicobacter pylori, Enterococcus spp., e Staphylococcus aureus were performed by PCR
using specific primers. It can be concluded from results obtained in this research that
Escherichia coli, Enterococcus spp and Shigella dysenteriae were detected in the raw sewage
and were removed along the UASB- polishing ponds system since they were not detected in
the final effluent. On the other hand, DNA from Salmonella typhimurium was detected only
in the effluent from polishing ponds and in the final effluent. Helicobacter pylori e
Staphylococcus aureus were not detected in any analyzed samples. The results obtained here
show the applicability of PCR method for monitoring pathogenic bacteria in wastewater

systems
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1 INTRODUCAO

O lancamento de esgotos domésticos e industriais in natura em corpos ddgua tem sido um
dos fatores mais importantes e preocupantes de interferéncia antrépica no ambiente, causando
impactos extremamente nocivos a saide humana e aos ecossistemas, notadamente os
aquadticos. Tecnologias avancadas de tratamento t€ém sido pesquisadas, principalmente nos
paises desenvolvidos, com o intuito adicional de recuperagdo e retiso dos recursos hidricos.
Nos paises em desenvolvimento como o Brasil, tais pesquisas sdo essenciais para a mudanga

do critico quadro sanitério.

No Brasil, os registros do Sistema Unico de Satde (SUS) mostram que 80% das internagdes
hospitalares do pais sdo devidas as doencas de veiculagdo hidrica ou doengas transmitidas
através da dgua, tais como diarréias. Um corpo d’dgua que recebeu esgotos com dejetos
humanos pode constituir-se em veiculo de transmissdo de vdrias doencas, tais como febre

tiféide, coOlera, disenteria bacilar, amebiase, dentre outras (SOUZA et al., 2002).

Nas dltimas décadas, o tratamento de dguas residudrias por meio dos reatores anaerébios de
fluxo ascendente e manta de lodo (UASB - Upflow Anaerobic Sludge Blanket) tem
apresentado notdvel aceitacdo. No Brasil, esses reatores constituem-se na principal tendéncia
de tratamento de esgotos como unidades tnicas ou seguidas de alguma forma de pods-
tratamento (CHERNICHARO, 1997). O pés-tratamento de efluentes dos reatores UASB ¢
necessdrio, pois normalmente nao conduz ao atendimento aos padrdes de qualidade exigidos
pela legislacdo ambiental brasileira para efluentes e corpos de dgua, como por exemplo, a

Resolucdo Conama 357/05 e a maioria das legislagdes estaduais.

Uma tecnologia de pds-tratamento do efluente de reatores anaerébios, atualmente consolidada
no pais e em outros paises com clima tropical, é o sistema de lagoas de polimento (LP). Tais
lagoas s@o dimensionadas de forma a otimizar a ocorréncia da interagdo de diversos fatores,
tais como temperatura, insolacdo, pH, escassez de alimento, entre outros, na remoc¢do de
organismos patogénicos. Além de se ter a efetiva remocdo de patdgenos nas lagoas de
polimento, alcanga-se ainda certo polimento na qualidade do efluente, em termos de remocdo
de matéria organica e amonia (von SPERLING, 2005). O decaimento de bactérias patogénicas

¢é usualmente interpretado por dados de monitoramento do grupo indicador “coliformes”.
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As impossibilidades operacionais, econdmicas e técnicas de se avaliar sistematicamente os
diversos agentes etioldgicos causadores de patologias veiculados nas dguas impds a adog¢do do
grupo “coliforme” e da bactéria Escherichia coli como indicadores de possivel contaminag¢do
de origem fecal nas dguas e nos alimentos. Tais indicadores ndo sdo necessariamente
patogénicos, mas fornecem uma indicac¢do satisfatoria de quando uma &dgua apresenta
contaminacdo recente por fezes humanas ou de animais e, por conseguinte, da sua
potencialidade para transmitir doengas de origem fecal, uma vez que tais indicadores t€ém

como habitat natural mais freqiiente o intestino humano e animal.

O parametro “coliforme”, além de indicar a potencialidade de um efluente transmitir doencas,
¢ também o mais utilizado para a avaliagdo da remocdo de patdgenos nas estacdes de
tratamentos de esgotos. No entanto, sabe-se que outros microrganismos patogénicos podem
estar presentes e que deveriam ser monitorados de modo a avaliar se o sistema de tratamento
também estd sendo eficiente para a remocao destes. O lancamento de efluentes tratados com
baixos teores de coliformes pode ainda estar associado a presenca de outros organismos
patogénicos, tais como virus, cistos de protozoarios, ovos de helmintos e outras bactérias

(GUZEWICH e MORSE, 1986).

Assim, é desejavel que a inferéncia do parametro “coliformes” na indicacdo da qualidade
bacterioldgica da dgua deve ser acompanhada por monitoramentos adicionais dos principais

patdégenos de veiculacdo hidrica.

Os reatores UASB, seguidos pelas lagoas de polimento, constituem sistemas simplificados e
econdmicos de tratamento de esgotos capazes de alcangar elevada efici€éncia na remog¢do de
matéria orginica e de organismos patogénicos (indicado pelo decaimento do niimero de
coliformes e ovos de helmintos). O monitoramento de coliformes ao longo do sistema mostra
um decaimento de cerca de 4 unidades logaritimicas, podendo chegar a 10*/100mL de
Escherichia coli no efluente final (ANDRADA, 2005). Acredita-se que o sistema UASB-LP
remova bactérias patogénicas que estdo no esgoto bruto e ndo estimule o desenvolvimento de
outros patégenos oportunistas no decorrer das unidades. No entanto, para testar tal hipotese, é
necessdria a realizagdo de andlises detalhadas dos microrganismos patogénicos presentes,

antes, durante e apds o tratamento.

Com a difusdo de técnicas baseadas em biologia molecular, tem sido possivel investigar a

presenca ou auséncia de microrganismos patogénicos em uma diversidade de amostras, seja
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na drea alimentar, de saide ou na drea ambiental. Estas técnicas apresentam vantagens quando
comparadas as técnicas tradicionais de cultivo, principalmente no que se refere a sensibilidade

das andlises e relativa rapidez.

Assim, com o objetivo de atender a deficiéncia no conhecimento sobre bactérias
potencialmente patog€nicas no sistema de tratamento UASB-LP, bem como de atender a
demanda pela introducdo de novas metodologias na investigagdo dos microrganismos

patogénicos, o presente trabalho foi proposto.

Foram determinadas as seguintes espécies de bactérias potencialmente patogénicas para serem
investigadas no presente estudo: Salmonella typhimurium, Salmonella spp., Escherichia coli,
Escherichia coli enterohemorragica, Shigella dysenteriae, Shigella spp., Helicobacter pylori,
Enterococcus spp., Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica. A escolha para
investigacdo de tais bactérias foi realizada com base na revisdo da literatura que indica que

estas sdo as bactérias patogénicas mais comuns em sistemas de tratamento de esgoto.

Ressalta-se que o decaimento dos organismos investigados ao longo do sistema de tratamento
ndo serd contemplado nesse estudo, ji que para isso haveria necessidade de geracdo de dados
quantitativos, ao passo que a presente pesquisa foi realizada com metodologia que fornece
apenas dados qualitativos. Porém, os resultados da pesquisa fornecerdo indicagdes sobre as
bactérias que poderiam ser monitoradas e quantificadas em trabalhos futuros a fim de
determinar sua taxa de decaimento ao longo do sistema. E importante destacar que esta
dissertacdo faz parte de um projeto maior intitulado “Remocdo de patégenos, nitrogé€nio e
enxofre em sistemas simplificados de pds-tratamento de esgotos” (TEC946), o qual envolve a

quantificacdo das bactérias patogénicas no sistema UASB-Lagoas de polimento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a ocorréncia de bactérias potencialmente patogé€nicas, ao longo de um sistema de
tratamento de esgoto, composto por reator UASB e lagoas de polimento (UASB-LP),

utilizando a técnica da PCR (Rea¢do em cadeia da DNA polimerase).

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver uma metodologia de coleta e concentracio de amostras dos efluentes das
lagoas de polimento e adaptar um protocolo de extracio de DNA para amostras do esgoto

bruto e dos efluentes do sistema UASB-LP.

e Determinar as condi¢des de amplificacio do DNA extraido das amostras do sistema
UASB-LP pela técnica da PCR, utilizando culturas puras de Escherichia coli,
Enterococcus  faecalis, Helicobacter pylori, Salmonella spp., Shigella sonnei,

Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica.

e Aplicar a técnica da PCR para monitorar a presenga das bactérias Salmonella typhimurium,
Salmonella spp., Escherichia coli, Escherichia coli enterohemorragica, Shigella
dysenteriae, Shigella spp., Helicobacter pylori, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus
e Yersinia enterocolitica em amostras de esgoto bruto e dos efluentes do sistema UASB-

LP.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 UASB e Lagoas de polimento no tratamento biologico de esgotos
domésticos

O tratamento bioldgico de esgotos se faz completamente por mecanismos bioldgicos, como o

préprio nome sugere. Esses mecanismos reproduzem, de certa forma, os processos naturais

que ocorrem em um corpo d’dgua, apds o lancamento de despejos (von SPERLING, 2005).

O tratamento dos esgotos ¢ fundamental devido ao seu potencial poluidor. Caso ndo seja dada
destinacdo apropriada aos esgotos, estes acabam poluindo o solo, contaminando 4guas
superficiais e subterrineas e passam a escoar a céu aberto, tornando-se perigosos focos de
disseminacdo de doencas. Além do mais, existe o risco do impacto ecoldgico ao serem
langados nos corpos receptores. Em alguns casos, o meio aquatico demonstra ter condi¢des de
receber e decompor os contaminantes até um nivel que ndo cause problemas ou alteracdes
acentuadas que prejudiquem o ecossistema. Entretanto, nos casos de sobrecarga organica, os
esgotos provocam total degradacdo do ambiente, dependendo do corpo receptor, em
decorréncia do consumo excessivo do oxigénio dissolvido por microrganismos heterdtrofos

aerdbios (bactérias principalmente) (ABREU, 2007).

Em 1893 e 1914, foram iniciadas as tecnologias de tratamento de esgotos em ambiente
confinado conhecidas como tanques sépticos e lodos ativados, respectivamente.
Recentemente, os processos anaerdbios t€m sido empregados como unidades principais para
remocio de carbono orginico de esgotos, especialmente em regides tropicais e subtropicais

(FORESTI et al., 2000).

Reatores de fluxo ascendente e manta de lodo, tipicamente conhecidos como UASB, foram
um dos avancos mais importantes na tecnologia de digestdo anaerdbia. Estes reatores foram
desenvolvidos pelo professor Gatze Lettinga e colaboradores, na Universidade de
Wageningen, Holanda, na décado de 80. De acordo com von Sperling (2005), o
funcionamento do reator se dd da seguinte maneira: o processo de digestdo de esgoto em
reatores UASB consiste essencialmente de um fluxo ascendente de esgotos através de um
leito de lodo denso (bactérias anaerdbias) e de elevada atividade. O perfil de s6lidos no reator
varia de muito denso e com particulas de elevada capacidade de sedimentacdo, préximas ao

fundo (leito de lodo), até um lodo mais disperso e leve, proximo ao topo do reator (manta de
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lodo). Neste reator a biomassa cresce dispersa no meio liquido, permanecendo retida no
sistema por tempo suficientemente elevado (usualmente superior a 30 dias, quando entdo é
feito o descarte do lodo excedente) para que a estabilizacdo ocorra em seu interior. A Figura
3.1 apresenta o esquema de um reator UASB circular de pequeno porte (semelhante ao usado

nesta pesquisa).

1: caiva de entraca

2 tubulagdo de entrada do esgoto
afluente

3 zeparador trifdsico

4 tubulagdo de saids do biogss

5 tubulagéo de saida do efluents

6 caixa de distribuigio do efluerte

Desanho: Paulo Libénio

Figura 3.1 - Representacao esquematica de um reator UASB cilindrico, de pequeno porte
(250 habitantes). Fonte: von Sperling, 2005.

A matéria organica é convertida anaerobiamente por bactérias dispersas no reator em forma
de granulos. Como resultado da atividade anaerdbia sdo formados gases (principalmente
metano e gas carbdnico). As bolhas de gds formadas apresentam um movimento ascendente e,
juntamente com o fluxo ascensional, garantem a mistura que permite um maior contato entre a

biomassa e o substrato.

De forma a reter a biomassa no sistema, impedindo que saia com o efluente, a parte superior
do reator apresenta uma estrutura conica ou piramidal que possibilita a separa¢ido e acimulo

de gés e a separacdo e retorno dos s6lidos (biomassa) que sobem junto ao gés e o liquido. O
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gis é coletado na parte superior deste separador trifisico, de onde pode ser queimado ou

reaproveitado.

No entorno e acima do separador trifdsico, configura-se o compartimento de decantacio, no
qual os sélidos sedimentam, escorregando pelas suas paredes e retornando ao reator. Este
retorno dos sélidos € que garante a retengdo no sistema da biomassa de elevada atividade,
resultando em elevados tempos de residéncia celular (idade do lodo), bem superiores aos

tempos de detencdo hidraulica .

Atualmente, o Brasil assiste a um aumento crescente em relacdo a implantacdo de estacdes de
tratamento de esgotos. Este incremento no atendimento a populacdo por sistemas de
tratamento de esgotos tem sido efetivado principalmente por meio de sistemas anaerdbios,
notadamente reatores do tipo UASB. Estes sistemas apresentam diversas caracteristicas
favordveis, tais como, o baixo custo operacional e de implantacido, baixos requisitos de area,
baixo consumo de energia e aplicabilidade em pequena e grande escala (CHERNICHARO,
1997).

Entretanto, os reatores anaerdbios dificilmente produzem um efluente que atende aos padrdes
estabelecidos pela legislacdo ambiental brasileira (MASCARENHAS et al., 2004). Torna-se
necessario, portanto, o pds-tratamento dos esgotos resultantes de reatores anaerdbios, como
uma forma de adequar o efluente tratado aos requisitos da legislacdo ambiental e propiciar a

prote¢do dos corpos de dgua receptores dos lancamentos dos esgotos.

Portanto, o tratamento convencional de esgoto doméstico por meio de reator UASB procura
melhorar a qualidade do efluente e do corpo d’4gua receptor, mas ndo € suficiente para retirar
todos os contaminantes da dgua poluida. O esgoto tratado pode ainda conter microrganismos
patogénicos, o que exige um pds-tratamento e uma destinagdo adequada do efluente para se
interromper o ciclo de transmissdo das doengas de veiculagdo hidrica. Dentre as tecnologias
de poés-tratamento do efluente de reatores anaerdbios que atualmente se encontram mais
consolidadas no Brasil estdo as lagoas de polimento (von SPERLING, 2002). A Tabela 3.1

apresenta as principais vantagens e desvantagens do uso de lagoas de polimento.

O principal papel do pds-tratamento é o de completar a remocdo da matéria organica, bem
como o de proporcionar a remog¢do de constituintes pouco afetados no tratamento anaerdbio,

como os nutrientes (N e P) e os organismos patogénicos (virus, bactérias, protozodrios e
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helmintos) (CHERNICHARO et al., 2001), e conseqiientemente, adequar a qualidade do
efluente anaerébio as caracteristicas exigidas pelas legislacdes ambientais vigentes para
langamento em &dguas de superficie ou uso em culturas irrigadas, sem que haja impacto

adverso no meio ambiente.

Tabela 3.1 — Vantagens e desvantagens das lagoas de polimento

Vantagens Desvantagens
Elevada remocdo de coliformes. Necessidade de grandes areas
Lenta acumulagdo de lodo no fundo. Possivel necessidade de remogao de algas do
efluente
Elevada remocdo de nutrientes (NHj; factivel sob | Em lagoas mais rasas pode haver o crescimento de
condi¢des favoraveis). vegetacdes emergentes

Devido ao crescimento de vegetagcdo pode haver a
proliferacdo de mosquitos

Necessidade de um afluente com baixa
concentracdo de matéria orginica e sélidos

N3o ha problemas de mau cheiro

Pode ser implantada préxima aos centros urbanos

Fonte: Adaptado de Mascarenhas (2002)

As lagoas de polimento recebem um efluente no qual a matéria organica e os sélidos em
suspensdo foram drasticamente reduzidos no pré-tratamento e, portanto, a DBO estd em

grande parte estabilizada.

Devido a eficiente remocao do material coloidal no reator UASB, o efluente apresenta baixa
turbidez, garantindo a penetragdo da luz solar na maior parte da coluna d’4gua, acelerando a
fotossintese e a producdo de oxigénio que se faz presente em toda massa liquida. Como o
efluente apresenta baixa carga orgénica, a taxa de oxidacdo bacteriana também € baixa. A taxa
de oxidacdo reduzida, associada a alta taxa de producdo fotossintética de oxigénio, leva a
prevaléncia da fotossintese sobre a oxidacdo bacteriana (CATUNDA e van HAANDEL,
1996).

Portanto, de acordo com van Haandel e Lettinga (1994), em similaridade as lagoas de
maturacdo, nas lagoas de polimento tem-se um ambiente predominantemente aerébio. Por esta
razdo, o objetivo das lagoas de polimento deixa de ser a reducdo da concentracido de material
organico ou dos sélidos em suspensdo, passando a ser a reducdo do nimero de organismos

patogénicos e, eventualmente, da concentragdo de nutrientes.

Os principais nutrientes presentes nos esgotos, além da matéria organica carbondcea, sdo o
nitrogénio e o foésforo. As lagoas de polimento apresentam condigdes favordveis para a

remogdo de nutrientes, pois nesse ambiente hd uma predomindncia da fotossintese sobre os
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processos de estabilizacdo da matéria organica, resultando num aumento do pH no meio. Um
pH elevado permite a remocdo de nutrientes por processos fisicos e quimicos, como € o caso

da volatilizagdo da amoénia e a precipitacdo de fosfatos.

Esses nutrientes sdo também reduzidos nas lagoas devido a assimilacdo da amodnia e nitratos
pelas algas e a propria retirada do fésforo orginico contido nas algas e nas bactérias por meio

da saida com o efluente final.

Nem sempre € conveniente remover os nutrientes do esgoto. A remoc¢do de nutrientes s é
vantajosa quando o efluente é lancado em 4guas de superficie. Neste caso, é importante
reduzir a0 maximo o teor de nutrientes, para evitar o crescimento exacerbado de algas, que
pode prejudicar a qualidade da dgua devido ao processo de eutrofizagcdo. No caso de se usar o
efluente para irrigacdo, acontece o contrario. H4 um interesse de se conservar os nutrientes,
uma vez que estes poderdo substituir os nutrientes de fertilizantes quimicos (CAVALCANTI

et al., 2001).

3.1.1 Atividade bioldégica em reatores UASB e lagoas de polimento

Nas dguas residudrias, hd uma enorme variedade de compostos organicos biodegraddveis, o
que resulta na existéncia de uma comunidade microbiana muito diversificada, responsdvel
pela degradacdo dos diferentes compostos. Ao contrdrio da degradacdo aerdbia, na qual a
matéria organica carbondcea ¢ usualmente metabolizada diretamente a CO,, a degradacio
anaerébia envolve 4 etapas distintas (hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese).
Por se tratar de um material constituido de proteinas, carboidratos e lipideos, varios sdo os
caminhos metabolicos possiveis durante a conversdo dos compostos a metano, realizados
principalmente por microrganismos hetertrofos. Portanto, trata-se de um processo
bioquimico complexo, composto de vdrias reacdes seqiienciais, cada uma com determinadas
populagdes microbianas. A Figura 3.2 apresenta as etapas metabdlicas e 0os microrganismos

envolvidos no processo da degradacido da matéria orgénica a metano.
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Polimeros
(compostos organicos complexos)

i v ¢
— Carboidratos Proteinas Lipideos |_
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Bactéria fermentativas HIDROLISE
i - ", ’ Acidos graxos de cadeia
Aminoacidos longa, alcoois (etanol) [~
Bactéria fermentativas ACIDOGENESE
v

Acidos organicos
valerato, isovalerato,
ACETOGENESE propionato. butirato

Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio R

Bactérias acetogénicas consumidoras de hidrogénio
—>| Acetato |« 9 9 CO, +H, I_‘_

Arquéias metanogénicas METANOGENESE Arquéias metanogénicas
acetoclasticas hidrogenotroéficas

:I Metano e CO- I:
Figura 3.2 - Etapas metabdlicas e microrganismos envolvidos na digestao anaerébia da
matéria organica a metano. Fonte: Abreu, 2007.

(*) exoenzimas que degradam carboidratos: celulase, hemicelulase, xilanase, amilase;
exoenzimas que degradam proteinas: proteases;
exoenzimas que degradam lipideos: lipase, fosfolipase.

Segundo Cavalcanti et al. (2001), numa lagoa de polimento, a concentracdo de virios
constituintes do esgoto digerido muda com o tempo, por causa de processos bioldgicos,
quimicos e fisicos que se desenvolvem. Os processos bioldgicos mais importantes sdo:
fotossintese; oxidagdo da matéria organica por bactérias aerdbias e a fermentacdo da matéria
organica durante a digestdo anaerdbia. A Figura 3.3 apresenta os processos bioldgicos que

ocorrem numa lagoa facultativa durante o tratamento de esgotos.
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Figura 3.3 - Processos biolégicos da remocao da matéria organica em lagoas facultativas.
Fonte: von Sperling, 2005.

O processo da fotossintese é realizado pelas algas presentes nas lagoas e depende de uma
fonte de energia luminosa. Nesse caso, as algas utilizam a energia solar para reduzir o diéxido
de carbono transformando-o em material organico celular, liberando assim, o oxigénio no

meio. A Equacgdo 3.1 pode representar de maneira simplificada esse processo:
CO; + H,O + Energia — Matéria organica + O, 3.1

As bactérias aerdbias, entdo, utilizam o oxigénio liberado pelas algas ap6s a fotossintese para
oxidar a matéria orginica remanescente ao tratamento anterior realizando, dessa forma, o
processo de respiracdo aerdbia. A respiracdo aerdbia bacteriana pode ser representada pela

equacgdo 3.2:

Matéria organica + O, — CO; + H,O + Energia (3.2)
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As taxas relativas com que ocorrem o0s dois processos biolégicos anteriores afetam
diretamente pardmetros importantes, como a concentracdo de oxigénio dissolvido (OD),
di6éxido de carbono (CO2), demanda bioquimica de oxigénio (DBOs), demanda quimica de
oxigénio (DQO), sdélidos em suspensdao (SS) e pH, enquanto outros sdo afetados
indiretamente, como a alcalinidade e a concentragdo dos nutrientes nitrogénio (N) e fosforo

(P) (CAVALCANTI et al., 2001).

O ultimo processo € a digestdo anaerdbia, que nas lagoas de polimento se restringe a camada
de lodo no fundo, entretanto devido a pequena profundidade das lagoas, o oxigénio dissolvido
pode chegar até as camadas mais profundas, dificultando a realizacdo desse processo. O

processo anaerébio pode ser representado esquematicamente pela equacio 3.3:
Matéria organica — CHys + CO, (3.3)

O efluente de lagoas de polimento normalmente apresenta baixos valores de DQO filtrada,
porém, devido a abundante presenca de algas, a DQO total apresenta valores relativamente
elevados. Também em relagdo a DBO, verifica-se a influéncia da abundante presenca de algas
no efluente, uma vez que a DBO filtrada corresponde a uma fracdo de 50 a 65% da DBO
total, estando a cargo do material particulado (constituido predominantemente de algas) os
restantes 35 a 50%. A baixa eficiéncia das lagoas de polimento em termos de remocgdo de

s6lidos em suspensdo também ¢é devida a presenga de algas (CAVALCANTI et al., 2001).

Deve-se levar em conta que a utilizacdo de um tratamento prévio eficiente, como nos reatores
UASB, promove a remogdo de praticamente toda a matéria organica de ficil degradabilidade,
o que certamente dificulta a remocdo da DBO na lagoa de polimento, levando a baixos

coeficientes de remocao (von SPERLING, 2002).

3.2 Remocao de microrganismos patogénicos em sistema UASB e
lagoas de polimento

Os organismos patogénicos geralmente presentes nos esgotos domésticos sdo os virus,

bactérias, protozodrios e ovos de helmintos. Segundo Uehara e Vidal (1989), em lagoas de

estabilizacdo, as bactérias patogénicas geralmente encontradas pertencem aos géneros

Salmonella, Shigella, Escherichia, Leptospira e Vibrio.
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Devido aos baixos tempos de detengdo nos reatores anaerdbios, a remog¢do de organismos
patogénicos nestes sistemas € baixa, e estd associada a remog¢do de bactérias associadas aos

solidos suspensos presentes no esgoto, devido ao mecanismo de retengdo de sélidos.

Ao contrério, as lagoas de polimento exercem bem a fun¢do de remogado de patdgenos, sendo
esta uma das suas principais finalidades (von SPERLING, 2005). Conforme exposto por
Andrade Neto (1997), nessas lagoas, a remocdo de organismos patogénicos se da pelo tempo
de exposicdo destes organismos as condicdes consideradas adversas a sua sobrevivéncia, as
quais sdo: temperatura elevada; efeito bactericida dos raios ultravioleta do sol; condig¢des
aerdbias (principalmente em niveis de saturacdo de O;); reducdo do substrato; competi¢ao;
predacdo pelo zooplancton; pH elevado; existéncia de certos compostos téxicos para algumas

bactérias; combinacao de vdrios destes fatores.

Segundo Shuval e Fattal (2003), as lagoas de polimento sdo dimensionadas otimizando
parametros que favorecem o decaimento de bactérias patogénicas, tais como: pH (entre 8 € 9),
temperatura (até 40°C), insolag@o (raios UV), e em menor proporcdo a escassez de alimentos,
e predacdo. Além de bactérias as lagoas, de maneira geral, atingem eliminag¢do total de

helmintos, cistos e ovos por sedimentacdo (von SPERLING, 2005).

A eficiéncia das lagoas no decaimento de microrganismos fecais (principalmente
enterobactérias e virus fecais) € atribuida principalmente a elevagdo do pH causada pelo
metabolismo das microalgas. Em lagoas de polimento, cerca de 80% do oxigénio dissolvido é
produzido por algas, o que estimula a oxidacdo aerébia da matéria organica a CO», que é
entdo assimilado pelas algas. O principal efeito da atividade fotossintetizante € a alteragcdo do
pH ocasionado pelo consumo de CO, pelas algas e consequentemente, acimulo do fon

hidroxila, segundo a reagdo 3.4:

2HCO3_ —> CO32_ + HQO -> CO3_ + HQO - 20H + C02 (34)

Assim, a atividade fotossintética das algas ocasiona um aumento no pH, entre 8,0 e 9,0
durante o dia, e este alto pH é letal para a maioria das bactérias (PEARSON, 2003). Em
lagoas, valores de pH igual ou acima de 9,4 induzem rapidamente a morte das bactérias fecais
(Escherichia coli, Salmonella, Shigella), exceto as Vibrio cholerae as quais sio resistentes a

altos valores de pH (ANDRADE NETO, 1997).
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O efeito negativo de alto pH para bactérias pode estar relacionado tanto a diminuicdo da
atividade enzimdtica quanto a ineficiéncia de um dos sistemas de geracdo de energia (forca
préton-motora), que depende totalmente do actimulo de prétons na parte externa da membrana
da bactéria (MADIGAN et al., 2004). Desta forma, a geracdo de energia é menor, o que pode
comprometer a locomogdo, alimentacdo e divisdo celular das células, promovendo desta

forma, o decaimento no nimero de bactérias.

A concentrag@o de oxigénio dissolvido pode também contribuir para a remocdo das bactérias
patogénicas devido a sensibilidade apresentada por algumas espécies a altos teores de OD,
tais como as espécies microaerofilicas Helicobacter pylori e Campylobacter jejuni (CURTIS,

2003).

Por fim, as lagoas de polimento, como unidades de pds-tratamento, devem atingir elevadas
eficiéncias na remogdo dos coliformes (E > 99,9 ou 99,99%), para que possam ser cumpridos
os requisitos para utilizacdo do efluente na irrigagdo, ou os padrdes para corpos d’dgua em

funcdo da classe a que pertengam (von SPERLING, 2005).

3.3 Organismos indicadores de contaminacao fecal

Os organismos associados ao trato gastrointestinal de animais e humanos sdo os que mais
despertam interesse no saneamento, pois podem funcionar como indicadores de contaminagdo
fecal se encontrados fora do habitat natural. Assim, a presenga destes organismos em amostras
naturais ¢ um forte indicador de contaminacdo fecal direta ou contaminacdo proveniente de

esgotos domésticos.

Dentre estes organismos, destacam-se as bactérias de origem entérica. Algumas fazem parte
do trato gastrointestinal de animais e humanos e outras sdo patog€nicas e/ou oportunistas,
parasitando o trato gastrointestinal. A maioria pertence as familias Enterobacteriaceae €
Enterococcaceae. Entre as enterobactérias, destacam-se os géneros: Escherichia, Salmonella
e Shigella, dentre outras. No grupo das Enterococcaceae, destaque para o género

Enterococcus (TORTORA et al., 2005).

Com o advento das priticas de saneamento, o grupo “coliformes totais” foi adotado como
bons indicadores da qualidade da dgua e da eficiéncia do tratamento dos esgotos domésticos.

Dentre as caracteristicas do grupo destacam-se: i) o fato de serem encontrados em elevadas
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quantidades nas fezes humanas; ii) a maioria das cepas ndo serem patogénicas; iii) serem de

deteccdo relativamente rapida e parcialmente econdmica.

Porém, dentro do grupo dos coliformes totais, existem géneros que ndo sdo exclusivamente de
origem fecal. Esta constatag@o levou ao desenvolvimento de métodos que pudessem enumerar
o subgrupo denominado coliformes fecais dos ndo fecais. Estas metodologias foram adotadas
baseando-se no parametro temperatura, uma vez que os chamados coliformes fecais
(termotolerantes) tinham a capacidade de fermentar a lactose a temperatura elevada (44,5° +

0,2°C em 24 h + 2 h) (APHA, 1998).

Ainda que a utilizagdo dos coliformes termotolerantes em substituicio aos totais tenha
determinado uma melhoria significativa na detec¢do da contaminagdo fecal, logo se tornou
evidente a existéncia de outros coliformes, também termotolerantes e que nio sdo de origem
fecal. Dentre estes grupos podem-se citar os géneros Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter,
provenientes de contribuicdo ambiental (ALONSO, 1999). Ainda assim, ndo se pode ignorar a
existéncia de outros géneros de bactérias patog€nicas ‘“‘ndo-coliformes” nos esgotos
domésticos em niveis considerdveis, causadores de disenterias e infec¢des intestinais,

principalmente em criangas.

Atualmente, E. coli é apontada como o principal componente fecal detectado em dguas como
sendo de ocorréncia exclusivamente de origem humana e animal. Em face disso, E. coli foi
estabelecida pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS), dentro do grupo das bactérias, como
principal indicador microbioldgico de contaminagado fecal, sendo assim um critério de padrio
de qualidade das dguas, ainda que somente algumas espécies sejam patogénicas (BASTOS et

al.,2003).

Embora as bactérias do grupo “coliformes” sejam os principais indicadores de contaminacdo
fecal em amostras de ambientes naturais, no caso dos esgotos, a presenca fecal é bastante
6bvia e ndo necessitaria ser pesquisada. A maior utilidade dos coliformes, no tratamento dos
esgotos, passa a ser para a inferéncia da eficiéncia de remoc¢do dos organismos patogénicos
que tém mecanismos de remocdo semelhantes aos coliformes, neste caso, as bactérias

patogénicas e virus.

No entanto, avaliar a remog¢do de um amplo espectro de organismos patogénicos por meio de

um simples indicador traz, naturalmente, limitacdes. O ideal seria avaliar a qualidade
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bacterioldgica do efluente tratado por meio de andlises especificas das principais bactérias

patogénicas de veiculagdo hidrica.

Tendo por base os comentdrios acima, torna-se evidente a necessidade de investigacdo mais
completa dos organismos patogénicos no tratamento de esgotos, ja que a avaliacdo somente
do grupo “coliformes” pode ndo estar relacionada com auséncia de outras bactérias

patogénicas, cuja presenca poderia constituir-se em um risco para a satide.

Porém, avaliar a qualidade bacteriolégica do esgoto, enfatizando cada possivel grupo
bacteriano potencialmente patogé€nico por meio de técnicas convencionais de cultivo e
isolamento, seria laborioso, devido ao fato de algumas bactérias serem bastante seletivas
quanto aos meios, tais como Helicobacter pylori e Campylobacter spp. Diante disso, a
aplicabilidade da técnica PCR para se avaliar a qualidade bacteriolégica do esgoto seria uma

boa alternativa, ji que este método € independente de cultivos e mais preciso do que as

demais técnicas de cultivo e isolamento.

3.4 Principais doencas de veiculacao hidrica e bactérias patogénicas
associadas

A determinacdo da presenca de patdgenos bacterianos ou indicadores de contaminagdo de

origem fecal em dguas € necessdria para a avaliagdo e seguranga da saide publica, de modo

que se possam adotar estratégias de controle que sejam realmente eficazes. As doencas de

veiculacdo hidrica causam sérios danos a sociedade devido ao seu potencial de infectar grande

nimero de pessoas em curto tempo. A Tabela 3.2 apresenta as principais doengas bacterianas

de veiculacdo hidrica, o agente causador e a dose infectante.
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Tabela 3.2 - Principais doencas de veiculacdo hidrica associadas a bactérias, agente
causador e dose infectante”

Dose infectant . ~ ..
Doenca Agente causador osel .ec ante Manifestacoes clinicas
(organismos)
Colera Vibrio cholerae 10° Diarréia severa, desidratacéo.
Salmonelose Salmonella spp. 10°-10° D,l arreia aAquf)sa, desconforto.abdomlnal,
ndusea, vomito e febre em crianga.
Gastroenterite ou Campylobacter Dlarrel.a aquo/s 3 sem;A)re.com dor
. . ONRp <500 abdominal, nausea, vomito e febre em
campilobacteriose Jjejuni .
criancas.
Diarréia sanguinolenta, dor abdominal,
. . . . > dor retal. S. dysenteriae - produz uma
Disenteria ou shigelose Shigella spp. 10a10 . .
toxina causando a sindrome hemo-
urémica.
Cansaco, dor de cabeca, dor abdominal,
Febre tifoide Salmonella typhi 10*-10° temperatura elevada. Sintomas
gastrointestinais (= 4% de 6bitos).
Colite hemorragica e . Desconhecida Doenga sistémica, quadro de diarréia,
P e E. coli O157: H7 .. .
sindrome hemolitica (provavelmente principalmente em criangas menores de
A (cepa EHEC) L. .
urémica similar a Shigella) | 10 anos.
Ulcera pe/ptl(;a e cancer Helzcoba.cter Descgnhgmda, Ulcera estomacal ou duodenal. Cancer.
gastrico pylori =10

Fonte: Adaptado de Schroeder e Wuertz (2003)
* em individuos imunocompetentes

A seguir, uma breve descricdo das bactérias patogé€nicas associadas as principais doencas de

veiculagdo hidrica.

3.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli é a espécie bacteriana mais comum que habita a flora do trato gastrointestinal
de humanos e animais de sangue quente e estdo associadas as fezes, e por isso é usada como
indicador de contaminagdo fecal em dgua e alimentos. Grande parte das cepas de Escherichia
coli sdo comensais ou mutualisticas inofensivas (LECLERC e al., 2001; TORTORA et al.,
2005), sendo, porém um patdgeno oportunista. Mas, ainda associadas as fezes podem existir
outras espécies ou outras cepas de E. coli que causam sindromes diarréicas distintas devido

aos seus fatores de viruléncia.

Até 1982, ndo havia sido reportadas cepas patog€nicas de Escherichia coli. Todas as
linhagens patogénicas atualmente conhecidas atuam, inicialmente, no intestino, sendo
algumas das linhagens caracterizadas por sua capacidade de produzir potentes toxinas.
Somente algumas cepas causam doencas diarréicas. Dentre as linhagens diarreiogénicas de E.
coli, seis categorias sdo conhecidas e classificadas de acordo com as caracteristicas de
patogenicidade. Sao elas, E. coli enterotoxigénica, enterohemorrigica, enteroinvasiva,

enteropatogénica, enteroagregativa e E. coli difusamente aderente, conhecidas pelas siglas:
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ETEC, EHEC, EIEC, EPEC, EAEC e DAEC, respectivamente (LECLERC et al., 2001;
TALLON et al., 2005). A linhagem ETEC é uma causa comum de diarréia infecciosa. Em
adultos, é uma das causas mais comuns da doenga conhecida como “diarréia dos viajantes”,

pois acomete principalmente pessoas que viajam de regides desenvolvidas para regides

subdesenvolvidas do mundo (WOLF, 1997).

Todas as cepas patogénicas de E. coli causam colite hemorrdgica, mas a mais severa delas se
refere a E. coli sorotipo O15:H7, causadora da sindrome hemolitica urémica pela producio da
enterotoxina tipica de Shigella que inibe a producio de proteinas e induz a perda de fluido das

células epiteliais do intestino.

Surtos de E. coli O15:H7 tém sido reportados mundialmente, principalmente devido a
ingestdo de carnes mal-cozidas. J4 a presenca desta bactéria em dgua e esgoto € pouco
investigada. Um surto foi reportado no Canadé ocasionando a morte de 6 pessoas devido a
contaminacdo da dgua de um sistema de abastecimento por E. coli O15:H7 (SCHROEDER e
WUERTZ, 2003). Segundo Maule (2000), é razodvel assumir que esgotos domésticos irdo
conter esta bactéria pelo menos esporadicamente, refletindo a incidéncia da infec¢do na

comunidade.

Embora a transmissdo de E. coli através da dgua seja abrandada pela sua diluicao, ainda assim
é capaz de causar doenca quando ingerida, devido a baixa dose infectante necessdria para que
essa linhagem ocasione doenga. A dose infectante nio € totalmente conhecida, variando entre
as linhagens, sendo que somente cerca de duzentos microrganismos sdo capazes de

desencadear a doenca (SCHROEDER e WUERTZ, 2003).

3.4.2 Shigella spp.

O género Shigella é representado por bastonetes Gram-negativos, anaerébios facultativos, ndo
dotados de motilidade, e muito proximos, filogeneticamente, da Escherichia coli. Dentre as
espécies conhecidas de Shigella, quatro sdo reconhecidas como causadoras de doencas em
humanos 1) S. dysenteriae, ii) S. flexneri, ii) S. boydii iv) S. sonnei. A primeira espécie € a

mais patogénica, sendo que as quatro espécies variam sua distribuicio ao redor do mundo.

A disenteria causada por Shigella spp. ¢ uma das infeccdes mais comuns em paises em
desenvolvimento, nos quais predominam baixos padrdes de saneamento basico (PENG et al.,

2002). Este género constitui-se em um dos agentes etiolégicos mais importantes da diarréia
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aguda, principalmente em criangas, mas também acomete adultos com freqiiéncia. A
shigelose ou disenteria bacilar atinge principalmente criancas de um a quatro anos de idade e
idosos, porém em surtos epidémicos, todas as faixas etdrias podem ser acometidas. A dose
infectante da doenca € baixa em relacdo a salmonelose, variando de 10" a 10? (células), com
elevada taxa de letalidade. Os sintomas sdo médios ou graves, dependendo da espécie
envolvida. Shigelose é usualmente endémica em condigdes precdrias de saneamento e de
higiene pessoal e domiciliar, sendo a endemicidade normalmente associada a transmissdo

feco-oral, por contato pessoal, cujos surtos podem estar associados a veiculagio hidrica.

Sua “semelhanca fisioldgica” com Escherichia coli e com salmonelas, associadas a menores
densidades usualmente presentes, dificulta seu isolamento e identificacio por métodos
tradicionais. Recentemente, a biologia molecular tem sido reconhecida como uma ferramenta
muito util na identificagdo de géneros, espécies e subespécies deste grupo (PENG et al., 2002,

REGNAULT et al., 2000).

3.43 Salmonella spp.

Quase todos os membros do género Salmonella sdo potencialmente patogé€nicos. As
salmonelas sdo comensais do trato intestinal de varios animais, sobretudo aves e bovinos e
reservatorios de infecgdo humana. Quando se verificam condigdes sanitdrias precdrias, elas
podem contaminar os alimentos. A infeccdo ocasionada por Salmonella € iniciada na mucosa
intestinal e algumas espécies se disseminam por outros 6rgdos, ao contrdrio da Shigella,

causando choque séptico, principal causa das mortes, sobretudo em criangas.

As espécies mais virulentas sdo a Salmonella typhi e Salmonella parathyphi, causadoras das
febres tiféides e paratiféides, respectivamente. A espécie Salmonella typhimurium é
considerada uma das principais bactérias causadoras de uma doenga gastrointestinal menos

grave nos animais € no homem em todo o mundo, conhecida como salmonelose.

No Brasil, cepas de Salmonella typhimurium foram isoladas de alimentos para consumo
humano. O uso indiscriminado de antiobiéticos em produtos agricolas e no tratamento de
pacientes tem contribuido para aumentar a multiresisténcia dessas cepas a diversos

antimicrobianos (PEREIRA et al., 2007).
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3.4.4 Enterococcus spp.

Espécies do género Enterococcus passaram por recentes mudangas taxondmicas, ja que
antigamente faziam parte do gé€nero Streptococcus. Estudos filogenéticos baseados nas
andlises da seqiiéncia do rDNA 16S mostraram que as espécies de Enterococcus estavam
distantemente relacionadas das outras espécies do grupo em questdo (LUDWIG et al., 1985).

Com isso, 0s enterococos passaram a ser considerados um género a parte.

As espécies de Enterococcus sdo adaptadas as dreas do corpo ricas em nutrientes, mas pobres
em oxigénio, como o trato gastrointestinal de animais e humanos e atuam como patégenos
oportunistas em outras partes do corpo extra-intestinais. Sdo encontradas em grandes
quantidades nas fezes humanas. A incidéncia de infeccdes por Enterococcus aumentou muito
nos ultimos anos devido a multiressisténcia das cepas e ao aumento dos pacientes
imunossuprimidos (KE et al, 1999). Eles persistem como agentes contaminantes em
determinados ambientes, tais como os hospitais, e ainda nas maos, roupas de cama e até nos
gases fecais. Nos ultimos anos, tornaram-se as principais causas de infec¢cdes nosocomiais,
devido a resisténcia aos antibidticos. Nos EUA, € o segundo patégeno mais comum em

infeccdes dessa natureza.

E. faecalis e E. faecium sio as duas espécies responsdveis por grande parte das infec¢cdes em
humanos, em especial, no trato urindrio, com infec¢des ocasionais sendo causadas por E.
durans, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. avium, E. hirae, E. mundtii e E. raffinosus
(MURRAY, 1990). Cepas de E. faecalis e E. faecium sobrevivem muito mais tempo na dgua
do que outras bactérias de origem entérica. As espécies sdo capazes de sobreviver longos
periodos em ambientes naturais, sob a exposi¢do direta de luz solar (BALE er al., 1993). A
presenca de enterococcus fecais na auséncia de E. coli indica contaminag¢do distante
(DEVRIESE et al., 2006). Devido a essas caracteristicas, Enterococcus, muitas vezes, S0

também utilizados como indicadores de contaminagéo fecal.

3.4.5 Staphylococcus aureus

Os membros do género Staphylococcus sdo bactérias Gram-positivas que podem existir
sozinhas, em pares, tétrades ou pequenas cadeias. A maioria das espécies sdo anaerdbias
facultativas. Os membros do género sdo espalhados por vdrios habitats e ocupam uma

variedade de nichos. Staphylococcus aureus, desde a sua descoberta como um patogeno
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oportunista, continua ser a maior causa de mortalidade e é o responsavel por uma variedade
de infec¢des. No fim dos anos 50 e inicio da década de 60, Staphylococcus aureus causou

uma considerdvel mortalidade como patégeno nosocomial (DWORKIN ez al., 2006).

Nos EUA, 30% das infeccdes nosocomiais sdo causadas por Staphylococcus aureus,
resistentes a antibidticos (BITTON, 2005), principalmente a meticilina. Diep et al. (2008)
relataram que um tipo mortal e resistente de Staphylococcus aureus conseguiu ultrapassar as
fronteiras dos hospitais norte-americanos e passou a ser transmitido entre homens

homossexuais.

As espécies de Staphylococcus aureus agem como patdgenos oportunistas em dguas
recreacionais, provocando infeccdes de pele. Alguns pesquisadores recomendam que esta
bactéria seja usada como um indicador adicional da qualidade sanitdria dessas dguas, desde

que a presenca da bactéria esteja associada com atividade humana em 4dguas de recreacio

(CHAROENCA e FUJIOKA, 1993).

3.4.6 Campylobacter jejuni

Campylobacter sao bacilos Gram-negativos, microaerdfilos e moveis. Campylobacter jejuni é
a principal espécie que acomete os humanos e estd relacionada a gastroenterite aguda. A fonte
de infeccdo para humanos € principalmente o contato direto com animais portadores, o
consumo de dguas e alimentos de origem animal contaminados, como por exemplo, leite ndo
pasteurizado (PINHEIRO, 2008). Ainda que sejam bastante isolados de fezes de individuos
assintomdticos, normalmente ocasionam uma infec¢do autolimitada e que nio necessita de
tratamento. Além disso, seu isolamento requer um meio de cultura especial, o que faz com
que o diagndstico laboratorial ndo seja muito utilizado, acarretando um subdiagndstico e uma

subnotificacdo da enfermidade.

3.4.7 Clostridium perfringens

Os clostridios sdo bactérias Gram-positivas, anaerdbias, formadoras de esporos que sdo muito
resistentes as condigdes ambientais adversas e mecanismos de desinfeccdo. Clostridium
perfrigens € encontrado no intestino e constitui-se 0,5 % da microflora fecal. Clostridium tem
sido sugerido como indicador de virus e protozodrios em estagdes de tratamento de dguas. Sdo

patégenos principalmente oportunistas. Tem sido verificada sua presenca em ambientes
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marinhos e resistem por longo tempo (mais de um ano) em sedimentos. Clostridium

perfringens € mais associada a diarréias e também pode causar gangrena (BITTON, 2005).

3.4.8 Vibrio cholerae

Vibrio cholerae sdo bacilos Gram-negativos, levemente curvos, aerdbios, anaerdbios
facultativos e fermentadores. O bidtipo O:1, El tor, foi a forma responsavel pela exacerbacio
da cdlera na América Latina. Este é o biotipo enterotoxigénico, ndo invasivo, que provoca
diarréia profusa e vomito com perda repentina de grandes quantidades de liquido e eletrdlitos,

podendo ser letal principalmente para as criangas (BASTOS et al., 2003).

3.49 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori € uma bactéria que tem se tornado muito comum em humanos, desde a
sua descoberta. Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a prevaléncia da infec¢do pelo
Helicobacter pylori é maior em paises em desenvolvimento e em pessoas de baixo nivel
socio-econdmico. A infeccdo por Helicobacter pylori é atualmente a causa mais comum da
gastrite cronica e ulcera péptica, estando também associado ao céncer gédstrico e a mais de

90% dos casos de linfomas associados a mucosa géstrica.

O principal modo de transmissdo do microrganismo parece ser por via feco-oral,
principalmente em regides ou comunidades com condi¢des sécio-sanitdrias ou de higiene
pessoal insatisfatérias. Vdrios estudos mostram que a transmissdo da espécie Helicobacter
pylori se da através da dgua contaminada por esgotos, especialmente na irrigagdo de vegetais

consumidos crus (LU et al., 2002).

Oliveira et al. (1998), em seu estudo sobre prevaléncia de H. pylori em uma populagio
residente na drea rural de Aracuai, MG, encontraram que tanto adultos quanto adolescentes e
criancas apresentaram altas taxas de H. pylori. O estudo relatava que a populacio estudada
vivia em casas com findice de saneamento ambiental muito baixo, condi¢do a qual é

determinante para a prevaléncia desse microrganismo.

Lehours e Yilmaz (2007) relataram que os fatores de risco mais comuns s@o o tipo de dgua
para ingestdo, a falta de utilizag@o de instalagdes sanitdrias na infancia, os baixos saldrios das
familias e o baixo nivel educacional. As altas prevaléncias de H. pylori, principalmente nos

paises em desenvolvimento, refletem a precariedade das condi¢des de higiene pessoal e dos
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servicos de saneamento como sendo fatores importantissimos na transmissdao do

microrganismo.

3.4.10 Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica sdao bacilos Gram-negativos, que nido fazem parte da flora normal
humana, mas t€m sido isoladas, frequentemente, de fezes, feridas e escarros de seres
humanos. A via de transmissdo € a feco-oral, através da dgua e alimentos contaminados, ou
por contato com pessoas ou animais infectados. A transmissdo hospitalar tem sido relatada,
assim como, transmissdo transfusional, devido a sangue de doadores assintomdticos ou que
tiveram gastroenterite leve. Yersinia enterocolitica acomete principalmente criancas,
individuos debilitados ou imunodeprimidos e idosos. Essas bactérias t€m sido também
frequentemente isoladas em amostras ambientais, incluindo fontes de dgua. Sdo patégenos
que podem se multiplicar em 4gua doce, inclusive em reservatérios de dgua para consumo

humano, constituindo, dessa forma, um risco a satide publica (LECLERC et al., 2004).

3.5 Bacterias patogénicas detectadas em esgotos domésticos

A Tabela 3.3 apresenta uma relagdo das principais bactérias patogénicas detectadas em

esgotos sanitarios e dados quantitativos gerados nos diferentes trabalhos consultados.
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Tabela 3.3 — Bactérias patogénicas detectadas e ou quantificadas em esgotos brutos
Bactéria Deteccao/concentracio Referéncia
2,2 x 10" UFC/100ml Rose ef al. (1996)
5,2 x 10" NMP/100mL Chernicharo et al. (2001)
2,96 x 10" NMP/100mL (patogénica) Lee et al. (2006)
1,66 x 10" NMP/100mL (nio

Escherichia coli

patogénica)

1,32 x 10° NMP/100mL
10° — 10° org/100 mL
2,0 x 10" org/100 mL

8,3 x 10’ UFC/100 mL

1,93 x 10°NMP/100 mL

Lee et al. (2006)

Payment et al. (2001)
Bastos et al. (2003)
Ceballos (2000)
Madera (2002)
Mascarenhas (2002)

51,3 NMP/100mL

Stelzer et al. (1991)

Campylobacter 70-1630 org/100mL Oragui et al. (1987)
70 org/100 mL Ceballos (2000)
. . Detectado Lu et al. (2002)
Helicobacter pylori Nio detectado Lee et al. (2006)
1,1 x 10°NMP/100mL Koivunen et al. (2003)
2,8 x 10°NMP/100mL Pant e Mittal (2007)
6,04 x 10° NMP/100mL Lee et al. (2006)
Salmonella spp. > 1,1 x 10° NMP/100mL Koivunen et al. (2003)

10% 10’ org/100 mL

Bastos et al. (2003)

130 org/100 mL Arridge et al. (1995)
20 org/100 mL Ceballos (2000)
g Langeland (1982)
Salmonella enteritidis 20 - >1800 NMP/100mL Oragui et al. (1987)
Shigella spp. 3,7 x 10° NMP/100mL Pant e Mittal (2007)
Shigella dysenteriae Detectado
Shigella flexneri Detectado
Shigella boydii Nio detectado Peng et al. (2002)
Shigella sonnei Detectado
Vibrio Cgf’{?g‘e O:le 1,0 x 10" NMP/100mL Curtis (1996)
Detectado Martins et al. (1991)
Vibrio cholerae O:1 40 org/L Arridge et al. (1995)
4.4 x 10* NMP/100mL Pant e Mittal (2007)
2,44 x10* NMP/100mL Lee et al. (2006)

Clostridium perfringens

1,0 x 10° NMP/100mL
5 x 10* org/100mL

Harwood et al. (2005)
Ceballos (2000)

Staphylococcus aureus

Naio detectado

Lee et al. (2006)

Enterococcus faecalis

10° NMP/100mL
4,37x 10° NMP/100mL
1,98 x 10° NMP/100mL
3 x10 ®org/100mL
4,7 x 10° UEC/100 mL
4,1 x 10 ° org/100mL

Harwood et al. (2005).
Lee et al. (2006)
Payment et al. (2001)
Ceballos (2000)
Madera et al. (2002)
Arridge et al. (1995)

Fonte: Godinho et al (2008)

Observa-se que os valores apresentados na Tabela 3.3 foram obtidos por diferentes
metodologias, seja pela utilizacio de NMP (nimero mais provavel) para culturas liquidas ou

UFC (unidade formadora de colonia) para contagem de coldnias em placas, ou ainda por
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técnicas moleculares como o FISH (Fluorescent In-Situ Hybridisation), que tem sido utilizado
por alguns pesquisadores na quantificagdo de microrganismos em diversas amostras
ambientais, incluindo o esgoto bruto (LEE er al., 2006, OLIVEIRA ¢ BERNARDO, 2002;
BEJ et al., 1991, AMANN et al., 2001, REGNAULT et al., 2000; GARCIA-ARMISEN e
SERVALIS, 2004).

Segundo a Tabela 3.3, dentre as principais bactérias presentes nos esgotos brutos, E. coli é a
bactéria mais frequentemente investigada. Conforme mencionado anteriormente, este fato se
deve a sua utilidade como organismo indicador de contaminagdo fecal. De acordo com os
dados apresentados na Tabela 3.3, a quantidade de E. coli presente em esgoto bruto encontra-

se na faixa de 10° a 10° NMP/100mL (ou org/100mL).

Investigagdes desenvolvidas por Lee ef al. (2006) mostraram que dentre os valores detectados
de E. coli em esgotos brutos (na ordem de 10’ NMP/100mL), 10* NMP/100mL estava
relacionada a cepas patogénicas. Trata-se de um dado importante, pois ressalta que mesmo
volumes menores que 100 mL podem conter cepas patogénicas na faixa de dose infectante
para E. coli diarreiogénica que pode ser varidvel entre as linhagens, porém em quantidades
muito baixas (10 a 10° organismos — Tabela 3.2). Apesar de ser um unico estudo, os
resultados de Lee et al. (2006) mostram a necessidade do monitoramento de cepas

patogénicas de Escherichia coli.

Espécies do género Salmonella e Shigella t€m sido investigadas em esgotos brutos, porém em
menor propor¢ao quando comparadas a E. coli. De acordo com a Tabela 3.3, poucos trabalhos
apresentam dados quantitativos de Shigella em sistemas de tratamento, a maioria se concentra
na presenga ou auséncia do género nas amostras analisadas. Avaliando os diferentes trabalhos
apresentados na Tabela 3.3, observa-se que a quantidade de Salmonella spp. encontrada em
esgoto bruto situa-se na faixa de 10 a 10° NMP/100mL, sugerindo que mesmo em pequenos
volumes, os valores estdo inferiores a dose infectante estabelecida para salmonelose (105 a 10’

organismos).

Os enterococos tém se tornando importantes, ndo s6 por serem umas das principais causas de
infeccdes nosocomiais, mas pelo seu expressivo papel na resisténcia a antibidticos. Os
enterococcus sobrevivem por longos periodos no meio ambiente, ocorrendo em ndmeros
elevados no esgoto sem tratamento 10° - 10° org/100mL e 10-10° no esgoto tratado - e sdo

duas vezes mais resistentes que os coliformes termotolerantes.
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Dentre os demais organismos, observa-se que a bactéria Campylobacter jejuni foi reportada
entre 50 e 10° org/100mL. Costridium perfringens foi relatada na faixa de 10* a 10°
NMP/100mL e Vibrio cholerae foi detectada em valores que variam de 40-10" NMP/100mL.

Ao comparar os dados sobre a dose infectante das bactérias patogénicas apresentados na
Tabela 3.2 com os dados da Tabela 3.3, pode-se notar que a quantidade de Salmonella spp.
encontrada em 100 mL de esgotos brutos foi aquém da dose infectante para individuos
imunocompetentes, a qual é relatada na faixa de 10° a 10° organismos. O mesmo nio se pode
dizer para Campylobacter, Shigella spp. e E. coli enterohemorrigica, as quais foram
encontradas em 100 mL de esgotos brutos, em quantidades maiores do que as doses
infectantes apresentadas na Tabela 3.2, o que indica que mesmo pequenos volumes de esgoto

contém organismos suficientes para causar a doenca.

3.6 Técnicas aplicadas para investigacao de bactérias patogénicas

3.6.1 Técnicas tradicionais

Existem técnicas convencionais em microbiologia de cultivo e isolamento de microrganismos
de amostras ambientais que sdo comumente empregadas. Como métodos tradicionais de
cultivo, podemos citar algumas técnicas que sdo aplicadas para a investigacdo e enumeracao
de bactérias patog€nicas, como a técnica NMP, mais comumente utilizada para culturas
liquidas e a técnica UFC, utilizada para contagem de colonias em placas (AMPOFO e
CLERK, 2003). No entanto, os protocolos para deteccio de patégenos em amostras
ambientais baseados no cultivo podem ser imprecisos devido a natureza seletiva do meio, uma
vez que alguns requerem componentes e condi¢des de cultura especificos (LEMARCHAND
et al., 2005). Além do que, estima-se que menos de 1% dos microrganismos em amostras

naturais sio cultivaveis (PACE et al., 1986).

Portanto, hd uma tendéncia atual em se utilizar as técnicas moleculares na avaliacdo de
amostras ambientais devido aos recentes avancos destas técnicas nos dltimos dez anos. Este
fato tem transformado os estudos sobre a ecologia microbiana em um novo campo de
pesquisas. Em particular, as técnicas de biologia molecular aplicada a detec¢do de patégenos,
quando bem estabelecidas, fornecem resultados mais rdpidos quando comparadas as técnicas

de cultivo, pois os mesmos podem ser investigados sem a necessidade de cultiva-los.
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3.6.2 Técnicas moleculares

Desde meados de 1980, tem sido possivel o estudo da diversidade e ecologia de
microrganismos em ambientes naturais por meio de técnicas de biologia molecular (HEAD et
al., 1998). Estas técnicas, mais independentes e mais precisas que os métodos de cultivo,
objetivam analisar a estrutura da comunidade microbiana ou ainda a detec¢do de organismos
especificos em amostras mais complexas (AMANN et al., 2001), o que contribui para o
aprimoramento das andlises frente a necessidade de se conhecer melhor os mecanismos de

remog¢do dos microrganismos patogé€nicos.

O principio dos métodos moleculares € a aplicagdo de biomarcadores, moléculas que possuem
regides altamente conservadas entre os diferentes organismos e regides varidveis, especificas
de cada um, para detec¢do e identificacdo de microrganismos,. As regides varidveis podem ser
consideradas a impressdo digital de um organismo (PACE et al, 1986). Um biomarcador
comumente utilizado para inferir identidade dos organismos ¢ a molécula de RNA ribossomal,
biomarcador denominado RNAr. O RNAr ¢ parte integrante do ribossomo, uma estrutura
celular responsdvel pela sintese de proteinas que estd presente em todas as células e, por isso,

¢ considerado um biomarcador ideal.

A regido 16S compde a subunidade menor dos ribossomos presentes em organismos
procariontes (bactérias e arquéias). A variagdo genética do RNAr 16S tem sido bem explorada
para inferir relacdes filogenéticas entre os microrganismos e para ‘“desenhar” sondas
nucleotidicas especificas para a detec¢do de grupos microbianos individuais em habitats
naturais. Estas técnicas sdo aplicdveis também para se determinar a diversidade genética de
comunidades microbianas e identificar os microrganismos nao-cultiviveis (MUYZER et al,

1993).

Por questdes de manipulacdo laboratorial, trabalha-se mais freqiientemente com o gene que
codifica o RNA ribossomal, o DNAr 16S. Isto porque 0 DNA é uma molécula mais estdvel e
mais féacil de manipular do que o RNA. A amplificacdo e andlise do gene DNAr, portanto, t€ém
sido utilizadas comumente para investigar a biodiversidade e a estrutura da comunidade

microbiana de diversos ambientes, inclusive de reatores biol6gicos.

No entanto, hd a opcdo de se trabalhar com outros genes além do DNAr 16S, como por

exemplo genes que codificam enzimas especificas. Estes genes sdo fragmentos de DNA
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tipicos de um grupo de microrganismo, € que ndo devem ser encontrados nos demais. Por
exemplo, o gene nuc, que € o gene que codifica a enzima nuclease extracelular termoestavel

de Staphylococcus aureus, é especifico da mesma e estd ausente nas outras bactérias

(BURTSCHER e WUERTZ, 2003).

Entre as técnicas de biologia molecular que tém sido aplicadas para avaliacdo da presenca de
microrganismos em amostras ambientais, destaca-se a técnica da PCR, a qual consiste na
amplificacdo in vitro do DNA e pode ser usada para identificar microrganismos em diferentes

tipos de amostras sem a necessidade de cultiva-los.

3.6.3 Reacio em cadeia da polimerase (PCR)

A idéia bésica da reag@o em cadeia da polimerase foi formulada por Kary Mullis em 1983 e o
primeiro procedimento de uso foi publicado em 1985. A versdo inicial da técnica usou a
Klenow polimerase, enzima responsavel pela copia do DNA na PCR, para fazer cépias de um
DNA template e dois primers de oligonucleotideos, delineando a regido a ser amplificada.
Ap6s cada ciclo de sintese de DNA femplate, a mistura tinha que ser aquecida a uma
temperatura maior que 90° C para iniciar um novo padrdo de sintese de templates originais.
Como a Klenow polymerase € inativada durante o ciclo que utilizava elevadas temperaturas,
foi necessdrio repetir a reacdo vdrias vezes com uma enzima nova, O que encareceu o
procedimento e o fez ser reprovado em laboratério. A grande descoberta que levou a
consolidag@o da técnica de PCR foi a adocdo da enzima Tag DNA polimerase, uma enzima
termoestdvel capaz de tolerar temperaturas elevadas por um determinado periodo de tempo.
Isto permitiu que a reacdo da PCR ocorresse com miltiplos ciclos de sintese de DNA sem
precisar da intervencdo de um operador. Outra grande vantagem foi em relagdo as mudancas
bruscas de temperatura, as quais passaram a ser feitas por um termociclador automadtico

(BROWN, 1998).

A reacdo em cadeia da polimerase promove o aumento do nimero de cdpias de um
determinado fragmento de DNA. A regido do DNA a ser amplificada é determinada pelo par
de primers ou iniciadores, que sdo pequenas seqiiéncias de DNA, construidas artificialmente,
complementares e especificas a duas regides distintas no DNA microbiano de interesse. Ou
seja, sdo segmentos de DNA que pareiam suas bases com a fita molde funcionando como um

“iniciador” para as cOpias de DNA a serem formadas, uma vez que eles se hibridizam a fita
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molde. Os primers variam desde universais a grupo-especificos, como por exemplo, os

primers para Escherichia coli , L-uid739 e R-uid1578 (BEJ, 2004).

Cada ciclo de replicagdo in vitro de DNA envolve trés etapas bdsicas: desnaturacio,
anelamento e extensdo. Na desnaturacdo, normalmente a 94°C ocorre a separacdao da dupla-
fita de DNA para exposicdo dos sitios-alvo. Na segunda etapa, com a diminui¢cdo da
temperatura, que pode ser, por exemplo, a 55°C ocorre o anelamento dos primers em regides
especificas de cada fita de DNA separada, que serve como molde, delimitando, assim, a
regido inicial e a regido final da seqiiéncia genética a ser amplificada. Finalmente, na etapa de
extensdo, ocorre a sintese de DNA complementar a fita-molde e geralmente € feita em uma
temperatura em torno de 72°C. Em 25 a 40 ciclos, € possivel produzir em poucas horas
milhdes de copias especificas de DNA, até mesmo quando a amostra de partida contém
apenas uma dnica seqiiéncia alvo original (WALKER et al., 1999). A Figura 3.4 ilustra os trés

passos que constituem um ciclo na replicacao do DNA.

12 Etapa: Desnaturacéo

2° Etapa: Anelamento
dos Primers

AT TN < e
. mﬂ];m ||||||[HJ[_|_JJJ,LLUUM e

Figura 3.4 - Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR).

Os passos descritos acima se resume na desnaturacdo do DNA (separagdo da dupla-fita),

anelamento dos primers e por ultimo, extensdo dos primers ou amplificacio. Apés
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aproximadamente 30 ciclos com duracdo em média de 3 horas, o fragmento de DNA ¢é
amplificado e acumulado exponencialmente. A técnica de PCR pode ser desenvolvida em um
aparelho préprio denominado termociclador, no qual o controle de temperatura para as etapas
de desnaturagdo e anelamento ¢ feito de forma automdtica. Sdo componentes da PCR, a Taq

DNA polimerase, os primers, nucleotideos, o DNA template, entre outros reagentes.

Devido a rapidez, especificidade e baixo custo, a PCR tem se tornado uma das técnicas mais
usadas para a detec¢do de microrganismos patogé€nicos em amostras ambientais. No entanto,
algumas vezes, a PCR pode apresentar alguns problemas, como a inibi¢do da amplificacdo do
fragmento de DNA de interesse ou a amplificagdo de fragmentos incorretos, entre outros.
Diante disso, hd guias disponiveis na literatura com o intuito de esclarecer sobre as possiveis
causas de tais erros e com as medidas a serem tomadas para que estes sejam remediados
(BROWN, 1998). Existe ainda um limite de deteccio do método da PCR. Limite o qual nos
permite inferir que um microrganismo, as vezes, ndo estd ausente na amostra analisada e sim,

abaixo do limite de detec¢ao do método.

Dessa forma, seria oportuno conhecer este limite. No entanto, existem fatores que afetam o
limite de deteccdo da PCR e consequentemente, a interpretagdo e a comparacgdo de resultados
da PCR até mesmo entre laboratdrios, como por exemplo, a concentracio de MgCl,
fornecedor e concentragdo da 7ag DNA polimerase, temperatura de anelamento dos primers,
variacdo no lote de iniciadores, métodos de extragdo de DNA, modelo do termociclador e tipo

de amostra (TYLER et al., 1997).

O trabalho de Burtscher e Wuertz (2003), o qual avalia o uso da PCR para a deteccio de
bactérias patog€nicas em lodos, mostra que o limite de deteccio para a bactéria
Staphylococcus aureus é de 10° UFC/g de amostra de lodo e para Salmonella spp., o limite é
de 10’ UFC/g de amostra de lodo. Para as espécies Listeria monocytogenes e Yersinia
enterocolitica, o limite de detec¢do do método é o mesmo, na ordem de 10" UFC/ g de amostra

de lodo.

Santos et al. (2001), ao estudar a identificacdo de Salmonella através da PCR, revelou um
limite de deteccdo de 10 UFC/mL para Salmonella enteritidis em culturas puras. Tamanai-
Shacoori et al. (1994) obtiveram um limite de deteccdo para Escherichia coli enterotoxigénica
de 1 UFC/mL em amostras de dgua ndo tratada, utilizando a filtracdo como método de

purifica¢do e concentragdo da amostra bruta.
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Embora a reacdo de PCR seja capaz de amplificar a seqiiéncia de DNA alvo a partir de um
unico microrganismo, um volume extremamente pequeno (1pL) de amostra de DNA utilizado
na reagdo, restringe o limite de deteccdo da PCR em, aproximadamente, 10* ou 10°
células/mL, apesar da alta sensibilidade do PCR. Por isso, em alguns casos, etapas de
enriquecimento sdo geralmente necessdrias para aumentar o nimero de células a um nivel

detectavel (SHARMA e CARLSON, 2000).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo e caracteristicas do sistema UASB-LP

O aparato experimental utilizado para a realizacdo deste trabalho foi composto de um reator
UASB, trés lagoas de polimento e um filtro de pedra, brita 3, inserido na metade final da
lagoa 3. O aparato faz parte do Centro de Pesquisas e Treinamento em Saneamento —
CePTS/UFMG/COPASA, localizado na ETE Arrudas, em Belo Horizonte, Minas Gerais. O

sistema como se apresenta atualmente esta representado na Figura 4.1.

Figura 4.1 - Vista do sistema reator UASB — Lagoas de poliento (1, 2, 3) e filtro de pedra.

As Tabelas 4.1 e 4.2 apresentam as caracteristicas das unidades do aparato experimental e a
Figura 4.2 ilustra um desenho esquemadtico do sistema UASB-Lagoas de Polimento com os

respectivos pontos de coletas das amostras.

Tabela 4.1 - Caracteristicas do reator UASB e das lagoas de polimento

Reator UASB Lagoas de Polimento 1 e 2 Lagoa de Polimento 3
Volume: 14,2 m’ Volume: 125 m’ Volume: 42 m’
Altura: 4,5 m Comprimento no fundo: 25,00 m Comprimento no fundo: 16,56 m
Diametro: 2,0 m Largura no fundo: 5,25 m Largura no fundo: 5,25 m
TDH: 11,8 h Profundidades médias: 0,69 m e 0,62m Profundidade média: 0,48 m
Vazio Média: 29 m’/d TDH em cada lagoa: 4,3 d TDH: 1,5d
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Tabela 4.2 - Caracteristica do Filtro de pedra (brita 3)

Comprimento do fundo: 8,44 m Altura da lamina d’agua: 0,50 m
Largura a 0,40 m de altura: 6,05 m Altura do filtro: 0,70 m
Comprimento a 0,40 m de altura: 8,44 m Inclinacéo dos taludes: 45°
Largura no fundo: 5,25 m TAH: 1,6 m’/m’/dia
¢ SAiDA
-
LA, 1 LA, 2 FILITRO
o o
b
]
PRELININAR LAGDA 3
EB ;Z;
ESGOTD
EBRUTD REATOR

UASE

Figura 4.2 - Esquema Geral do Sistema UASB-Lagoas de polimento e Filtro, com os
respectivos pontos de coleta das amostras (EB, UASB, L1, L2, L3 e F).

4.2 Amostragem

Foi realizada uma amostragem da lagoa 3 no dia 17/04/07 para realizacdo de testes para
avaliacdo dos métodos de preparacdo de amostras de lagoas de polimento. As coletas para o
estudo da investigacdo dos patégenos foram feitas apenas em duas campanhas, uma em
25/04/2007 e outra em 27/02/2008. Outras coletas haviam sido programadas, porém ndo foi

possivel realizé-las devido ao longo tempo para o estabelecimento das técnicas propostas.

Os pontos de coleta foram: esgoto bruto (EB), efluente do UASB (UASB), efluente das lagoas
1,2 e3 (L1, L2, L3) respectivamente e efluente do filtro de pedra (F). A descri¢do dos pontos,
assim como o tipo de amostragem, estdo na Tabela 4.3. Foi coletado um volume de 2 L. de
amostra para cada ponto. As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratério de
Microbiologia do DESA (Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental) e preparadas

para armazenamento no mesmo dia. As caracteristicas fisico-quimicas das amostras do
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sistema UASB-LP nos dias das duas coletas estdo apresentadas nas Tabelas 9.1 e 9.2 do

Anexo 1.
Tabela 4.3 - Descricao dos pontos de amostragem
Ponto de coleta Descricao do ponto Tipo de amostragem

EB Esgoto Bruto Composta

UASB Efluente do reator UASB Composta
L1 Efluente da Lagoa 1 Composta (ao longo de toda a profundidade)
L2 Efluente da Lagoa 2 Composta (ao longo de toda a profundidade)
L3 Efluente da Lagoa 3 Composta (ao longo de toda a profundidade)

F Efluente do Filtro de pedra Pontual

4.3 Metodos de preparacao de amostras

As amostras de esgoto bruto e do efluente do UASB foram centrifugadas a 4.000 rpm por 15
minutos e, apds a centrifugacido, o material retido no fundo do frasco foi ressuspendido em
Tampao de extracdo (descrito no item 4.4) obtendo-se um volume final de 12 mL

(LEMARCHAND et al., 2005).

Para os efluentes das lagoas, quatro diferentes estratégias de concentracdo da amostra foram
testadas utilizando a lagoa 3 como referéncia (Tabela 4.4),. O objetivo deste teste foi obter um
procedimento adequado para remoc¢ao de algas e concentracdo da amostra, pois acreditava-se
que a predominancia de algas nas amostras poderia comprometer as andlises moleculares
posteriores, uma vez que apds a extracdo de DNA gendmico (método mecanico, descrito a

seguir) grande quantidade de DNA algal estaria presente no extrato com DNA bacteriano

O procedimento 1 (P1) envolveu a centrifugacdo de 2L do efluente, tal como realizado para as
amostras de esgoto bruto e efluente do UASB. Os procedimentos 2, 3 e 4 envolveram etapas
de filtragdo para remog¢do do excesso de algas. A avaliacdo de cada procedimento foi realizada
através da qualidade das extracdes de DNA pelo método descrito nos item 4.4. O
procedimento cujos resultados fossem os mais satisfatérios, através de uma andlise visual do
DNA extraido no gel de agarose, seria utilizado para concentracdo das amostras coletadas nas
campanhas dos dias 25/04/2007 e 27/02/2008. Todas as amostras concentradas foram
armazenadas em tubos tipo Eppendorf de 2,0 mL e mantidos a -20°C para posterior andlise

molecular.
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Tabela 4.4 - Procedimentos testados para preparagdo de amostra do efluente das lagoas

de polimento
Procedimento Método Amostra gerada Referéncia
C?ntnfugagao a 4.000 rpm por 15 12 mL em
minutos de 2 Litros da amostra da ~ Lemarchand ef al.
Pl lagoa sem filtragdo prévia tampao de (2005)
& §a0p ’ extracao A
Pré-filtracdo de 2 Litros de amostra
da lagoa em filtro de 8,0 um de
porosidade, por duas vezes, seguido
de filtragdo da amostra obtida em 12 mL em
P2 membrana éster de celulose de 1,2 tampao de Gich et al. (2005)
wm de porosidade, seguida de extracao A
centrifugacdo a 4.000 rpm por 20
minutos.
Filtragdo do efluente obtido do
procedimento 2 em membrana de
fibra de vidro e membrana de éster | Biomassa retida .
P3 celulose, ambas de 0,45 um de na membrana Gich et al. (2005)
porosidade.
Re-filtragdo do filtrado obtido no
procedimento 3 em membrana éster | Biomassa retida .
b4 de celulose de 0,22 pm de na membrana Gich et al. (2005)
porosidade.

4.4 Extracao de DNA genémico

Foram avaliados dois métodos de extracdo de DNA, o método 1 descrito por Yu e Mohn

(1999) e modificado por Lemarchand et al. (2005) e o método 2 descrito por Egli et al (2003).
Os itens a seguir elucidam todas as etapas do protocolo de extracdo denominado método 1:

1. centrifugar 1 mL da amostra a 16.000 x g por 10 minutos e desprezar o

sobrenadante;

2. adicionar 2,0 g de pérola de vidro (tamanho 1 mm) e 1 mL do tamp&o de extracdo

A [50 mM Tris-HCL pH 8,0, 0,5 mM EDTA, 3% de SDS];

3. levar ao microdesmembrador a 4.800 rpm por 2,5 minutos duas vezes, mantendo

os frascos em banho de gelo por 1 minuto entre as agitacdes;
4. centrifugar a 16.000 x g por 3 minutos e coletar o sobrenadante;

5. ressuspender o material sedimentado em 1 mL do tampdo de extracdo, repetir a

etapa 3 e misturar os sobrenadantes;
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6. adicionar 1 volume de acetato de amonia (concentracdo final 2 M) e levar ao

banho de gelo por 5 minutos;
7. centrifugar a 16.000 x g por 5 minutos e coletar o sobrenadante;
8. repetir as etapas 6 e 7 para eliminar impurezas residuais;

9. adicionar 1 volume de isopropanol e manter a -20°C por 50 minutos ou

“overnight”;
10. centrifugar a 16.000 x g por 15 minutos;
11. lavar o pellet com etanol 70%, centrifugar por mais 5 minutos e secar ao ar;

12. dissolver o DNA em 400 pL de tampao TE 1x (Tris [1 M] 10 mM; EDTA [0,5 M],

1 mM) e precipitar em 2,5 volumes de etanol 100%;
13. centrifugar por 15 minutos a 16.000 x g e lavar o pellet com 1 mL de etanol 70%;

14. centrifugar por 15 minutos e, finalmente, ressuspender cada pellet em 50 uL de TE

1x.

Alteragdes no protocolo descrito acima foram testadas a fim de simplificd-lo e adequé-lo aos
efluentes a serem testados, principalmente o da lagoa de polimento. As modificacdes foram
basicamente a diminui¢do do volume da perdla de vidro (1,5 g), agitacdo no vdrtex apds a
adi¢@o do acetato de amonia e a principal delas foi a reducdo das lavagens do extrato de DNA.
Portanto, as etapas 12, 13 e parte da 14 foram removidas, restando somente ressuspender o

material obtido em 50 pL de TE 1x.

Outra modificagdo também importante foi com relacdo a etapa inicial do protocolo. Como
dito anteriormente, o pellet gerado nos procedimentos 1, 2 e 5 foi ressuspendido no tampéo de
extracdo, e assim, nao houve a necessidade de acrescentd-lo novamente. Dessa forma, 1 mL

de amostra (j4 com tampdo de extracdo) foi acrescida diretamente a 1,5 g de pérola de vidro.

O método 2, descrito por Egli ef al. (2003), consistiu das seguintes etapas:

1. centrifugar 2 mL da amostra a 16.000 x g por 5 minutos;

2. desprezar o sobrenadante;
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3. adicionar ao pellet 900 uL de tampao TEN (0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl e 1 mM
EDTA, pH 8,0) e transferir para um tubo de rosca com 0,2 g de pérola de vidro

(tamanho 1 mm);
4. levar ao microdesmembrador a velocidade médxima de 4.800 rpm por 1 minuto;

S. resfriar em gelo por 1 minuto e repetir a agitacdo no microdesmembrador para

evitar a perda de DNA;

6. deixar o frasco em repouso por mais ou menos 5 minutos para coletar o

sobrenadante;

7. misturar a amostra com 1:1 Tris-fenol (pH 8,0); agitar para homogeinizar e

acrescentar 1 volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 vol/vol);

8. agitar e centrifugar a 13.000 x g por 10 minutos a 4° C; transferir a fase aquosa
para novo tubo Eppendorf e repetir a etapa do cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1

vol/vol);

9. agitar e centrifugar novamente a 13.000 x g por 10 minutos a 4°C e repetir essa

etapa enquanto a amostra apresentar contaminantes;

10. precipitar o DNA com 2 volumes de etanol e 0,1 volume de acetato de s6dio 3M

(pH 5,5) por 24h a - 20° C;

11. centrifugar a 13.000 x g por 10 minutos; lavar o pellet com 200 uL de uma solug@o

de etanol 70% (vol/vol) e 30% TE 1x e centrifugar a 13.000 x g por 3 minutos;
12. retirar o sobrenadante e deixar o pellet secar ao ar;
13. ressuspender o pellet em 40 uL de dgua estéril quente (70° C) e armazenar a -20°C.

Para garantir a representatividade das amostras e quantidade de 4cidos nucléicos, as extragdes
para ambos os métodos foram realizadas em triplicatas. Os volumes gerados das triplicatas

foram posteriormente misturados e novamente purificados em 0,1V de Acetato de Sédio 3M e

2,5V de Etanol Absoluto.

Aliquotas de 5,0 uL. de cada amostra extraida foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1,0% a 75 V por 40 minutos. O gel foi corado em solucdo de brometo de etidio

(0,5ug/mL) e visualizado sob luz ultravioleta para verificacdo da extragdo do DNA gendmico.
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4.5 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As extracdes obtidas para as amostras analisadas foram submetidas a amplificacdo por PCR,
utilizando diferentes iniciadores (primers). As concentragdes e volumes das reacdes de PCR
estdo apresentados na Tabela 4.5. As reacdes ocorreram na presenca de tampdo da reacio

(Phoneutria), primers (Bioneer), ANTP (Fermentas), BSA (albumina de soro bovino; Sigma),

enzima Taq polimerase (Phoneutria) e amostra de DNA extraido (diluido ou nao).

Tabela 4.5 - Concentracdes e volumes dos reagentes utilizados na reacdo de PCR

R Concentracao Concentracao Volume
eagentes ~

estoque por reacao (uL)
Agua ultra-pura - - 16,875
Tampao* 10X 1X 2,5
dNTP 10 mM Total 200 uM Total 0,5
Primer 1 10 pmol/uLL 200 nM 0,75
Primer 2 10 pmol/uLL 200 nM 0,75
BSA 2,5 mg/mL 600 ng 3,0
Taq Polimerase 5 u/uL 1,25u 0,125
DNA template 0,5%*
Volume total 25 uL

* Tampao acrescido de S0mM de MgCl, (concentragio por reagdo 1,5 mM)

**Concentra¢do ndo conhecida

A andlise de patdgenos foi realizada com a utilizacdo de primers especificos para cada grupo
alvo, conforme apresentado na Tabela 4.6. Foi montado um Programa Geral com uma
temperatura de anelamento especifica, a qual foi determinada por meio de reacdes de PCR
com culturas puras das bactérias investigadas. As condi¢des de amplificagdo do DNA extraido

das bactérias patogénicas na técnica do PCR, consistiram das seguintes etapas:

® 3 minutos a 94°C (desnaturacdo inicial);

e 30 ciclos de 60 segundos a 94° C (desnaturagdo);
® | minuto a T° de anelamento especifica;

¢ 1 minuto a 72°C (extensio);

e 7 minutos a 72° C (extensao final).

® As temperaturas de espera inicial e final foram de 94°C e 4°C, respectivamente.
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Tabela 4.6 - Lista dos primers especificos utilizados para deteccao de bactérias patogénicas

por PCR
Temperatura
Seqiiéncia de Amplicon de
Bactéria Nor.ne dos nucleotideos Gle ne (pb) anelamento Fonte
prumers 523 awo Recomendada
§Y)
L-uid739 tggtaattaccgacgaaaacgge Bej
E. coli Total uids | 340 pares 65 (2004) e
de base Bej et al.
R-uid578 gtggcgaaatattcecgtgeact (1991)
L-himA cgtgctctggaaaacggtgag Bej
Salmonella . 123 pares 2004) e
L himA 65 .
typhimurium ) de base Bej et al.
R-himA cgtgctgtaataggaatatcttca (1994)
L-phoBR attgaagccgegecgacgeaa
Shigella P faagecgegccadce phoB- | 152 pares 68 Bej
dysenteriae phoR | de base (2004)
R-phoBR cgttgcctgacaccttgaggg
Entl tactgacaaaccattcatgatg
Enterococcus s tuf 112 pares 55 Ke et al.
MErococcus spp-. gene | de base (1999)
Ent2 aacttcgtcaccaacgegaac
HP1 caatcagcgtcagtaatgttc
H. oviori £ seglengianis 16S 521 pares 55 Lu et al
- pytont tDNA | de base (2002)
HP2 gctaagagatcagectatgtce
Shi-1 cttgaccgectttccgatac ) Wang et
. ipah 610 pares
Shigella spp. 50 al.
) gene | de base
Shi-2 cagccaccctctgagagta (1997)
Sal-3 tatcgccacgttcgggcaa
gocaceieass invA | 275 pares Wang - et
Salmonella spp. 50 al.
gene | de base
Sal-4 tcgcaccgtcaaaggaace (1997)
Lve Bej et al.
-vt2a ttaaccacacccacggeagt
Escherichia  coli 346 pares (2004) "
- vt 55 Pollard et
enterohemorragica Lvi2b de base al
vt gctetggatgeatcetetggt .
(1990)
Yersinia Y.165-86f | geggeagegggaagtagitta 16S | 416 cares Burtscher
enterocolitca rDNA P 53 e Wuertz
Y.e.eur.16S- de base (2003)
caatcacaaaggttattaacctttatg
455r
nucl cgattgatggtgatacggtt
Staphylococcus seealigaiesienaces 270 pares Burtscher
nuc 55 e Wuertz
aureus de base
nuc2 agccaagccttgacgaactaaage (2003)
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Apesar das temperaturas de anelamento dos primers terem sido informadas nos artigos de
origem (Tabela 4.6), optou-se por determinar as melhores temperaturas de anelamento para
cada set de primers nas condicdes de amplificacdo descritas acima. Utilizou-se DNA extraido
de culturas puras em um PCR gradiente (Mastercycler Gradient, Eppendorf) onde sdo

testadas simultaneamente varias temperaturas diferentes.

As culturas puras utilizadas neste estudo estdo apresentadas na tabela 4.7, assim como o

gradiente de temperatura testado e a fonte destas culturas puras.

Tabela 4.7 - Culturas puras de bactérias, gradiente de temperatura e fonte das culturas

Bactéria Grupo alvo Gradiente de Fonte das culturas
Temperatura (°C)

Escherichia coli L-uid73 49,2 62,0 Laboratério Micra

ATCC 25922 R-uid578

Enterococcus faecallis Entl 49,2 62,0 Laboratério Micra

ATCC 29212 Ent2

Helicobacter pylori HP1 51,5a59,5 Hospital das  Clinicas
HP2 (UFMG)

Salmonella sp. L-himA 51,5a59,5 Fundacdo Ezequiel Dias
R-himA (FUNED)

Shigella sonnei Shi-1 51,5262,0 Funda¢do André Tosello*

ATCC 23175 Shi-2

Staphylococcus aureus nucl 51,5a59,5 Laboratério Micra

ATCC 25923 nuc2

Shigella sonnei L-phoBr 51,5262,0 Funda¢do André Tosello

ATCC 23175 R-phoBr

Salmonella sp. Sal-3 51,5a59,5 Fundacdo Esequiel Dias
Sal-4 (FUNED)

Yersinia enterocolitica Y.e.eur.16S-86f 49,2 a 62 Funda¢do André Tosello

ATCC 25931 Y.e.eur.16S-455r

*Colecdo de Culturas Tropicais Funda¢cdo André Tosello, Campinas, SP.

Apds a obtencdo das melhores temperaturas de anelamento, as reacdes de PCR para as

amostras foram realizadas no mesmo termociclador.

Devido a diferenca nas caracteristicas das amostras analisadas, uma estratégia de PCR foi
elaborada a fim de garantir os resultados de amplifica¢do (Figura 4.3). O fluxograma pode ser
interpretado da seguinte maneira: se o resultado da PCR for positivo, alcangou-se um
resultado satisfatdrio. Se for positivo, porém com bandas inespecificas, o préximo passo foi o
de diminuir a quantidade de amostra, através de diluicdes. A terceira opcdo € quando o
resultado da PCR for negativo. Dessa forma, algumas atitudes foram tomadas. A primeira

delas foi aumentar a quantidade de amostra. Se o resultado permanecer negativo, diminui-se a
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quantidade de amostra, através de diluigdes. A terceira opcdo seria fazer a PCR sem o
reagente BSA e por dltimo, permanecendo negativo o resultado, a técnica do ‘“Nested PCR”
(amplicon obtido a partir de duas amplificacdes sucessivas) seria a dltima opg¢do, quando

aplicavel.

Uma vez estabelecidas as melhores condi¢cdes de amplificagdo para cada amostra e para cada
set de primers, as reacdes de PCR foram repetidas no minimo, trés vezes, para garantir a

confirmacao do resultado.

| PCR )
Positivo Negativo Positivo, com bandas
OK ¢ Tlamostra] inespecificas
e | [amostra] diluicdo o | [amostra] diluicdo
® Remover BSA
L]

“Nested PCR”, se aplicdvel

Figura 4.3 - Fluxograma da estratégia de PCR.

Os produtos de PCR foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose entre 1 € 2% (a
depender do tamanho do fragmento) para verificacdo dos resultados. Os géis foram corados
em solugdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e observados em um transiluminador de luz
UV. As imagens dos géis foram registradas por um sistema de captura de imagem. Os ladders
utilizados foram o GeneRuler 1Kb e o O’GeneRuler 100 bp, ambos da Fermentas. As Figuras
4.4 e 4.5 ilustram respectivamente os padrdes dos ladders GeneRuler 1Kb e o O’GeneRuler

100 bp.
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bp ngfd5pg - % bp ngfSpg %

000 280 &6
10000 300 6.0 f: o000 280 56
8000 200 60 = ¥
~ {500 280 66
a0 AR /, 1200 280 58
A0 A0 6D / 1000 800 180
3E00 300 6.0 LOm 270 &4
3000 700 14.0 = 780 270 54

— =1 o0 250 50 5 - 800 270 &

2 — 2000 250 &0 S —10 210 54

=___B it s — B0 270 &

g2 1800 250 &0 EE mp- L

3 — 1000 60.0 12.0 3 400 300 6D

5 N 70 250 AD 2 - _

= < —- 300 800 60

— 50 250 &0 3

2 B e I O 20 300 60

= — o5 250 &D L

= 7 — 100 300 60

= &

ES i

0.5pg/lane, Bem length gel, 0.5ugane, 8cm length gel,

1% TAE, 74/em, 45min 1% TBE, S\Viem, 1h

Figura 4.4 — Padrao do ladder Figura 4.5 — Padrao do /adder
GeneRuler 1Kb. O’GeneRuler 100 bp.

4.6 Cultivo e manutencao das culturas bacterianas

O cultivo das bactérias descritas na Tabela 4.7 foi feito em dgar nutriente, composto por 3,0 g
de extrato de carne, 5,0 g de peptona, 15,0 g de dgar e 1000 mL de dgua destilada. Os
ingredientes foram dissolvidos na dgua destilada, néo filtrados e autoclavados por 15 minutos
a 121°C. Apos esta etapa, os mesmos foram dispensados em placas estéreis. As bactérias
foram repicadas neste meio, os quais foram mantidos por 48 horas “a 37°C para crescimento.
Foi utilizado o método de Egli ef al. (2003), descrito no item 4.4, para extracio do DNA das

culturas bacterianas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdao dos procedimentos de preparacao e concentracdo das
amostras
A escolha do procedimento para preparo e concentracdo das amostras dos efluentes das lagoas
foi de fundamental importancia, pois garantiu uma quantidade suficiente e representativa de
biomassa bacteriana, da qual foram investigados os patdgenos presentes. Para isso foram
testados 4 procedimentos, descritos detalhadamente na Tabela 4.4. A avaliacdo dos
procedimentos ocorreu por meio da andlise visual em gel de agarose da qualidade e
quantidade de DNA gendmico extraido pelo método adaptado de Lemarchand et al. (2005)

(método 1).

Para o procedimento 1, o volume obtido apés centrifuga¢io por 15 minutos sem filtracdo foi
bastante concentrado, uma vez que o efluente ndo passou por remocdo prévia das algas. A
extracdo do DNA das amostras foi positiva (Figura 5.1), ressaltando porém, que o DNA

gendmico obtido pode ser tanto das bactérias quanto das microalgas presentes nas lagoas.

Ja no procedimento 2, as algas foram removidas pelo pré-filtro. Porém, devido a elevada
concentracdo de algas nas lagoas de polimento, foi necessério utilizar de 2 a 3 pré-filtros para
cada filtracdo, dependendo da turbidez da amostra. De acordo com o resultado da extraciao de
DNA da amostra submetida a este procedimento (Figura 5.1), assumiu-se que trata-se de

DNA predominantemente bacteriano, ja que grande parte das algas foi removida.

Gich et al. (2005), ao avaliar a comunidade bacterioldgica de lagos com diferentes niveis de
poluicdo, submeteram as amostras aquaticas a filtragio como uma alternativa para remog¢ao de
algas, pois acreditava que a predomindncia das mesmas poderia comprometer as futuras
andlises moleculares. Falco (2005), ao avaliar a presenca de bactérias em lagoas de
estabilizacdo por técnicas moleculares, também utilizou o procedimento de remog¢ao das algas

por filtracdo para ndo comprometer a andlise de suas amostras.

O procedimento 3 aplicou uma filtracio do efluente obtido do procedimento 2 em membranas
de fibra de vidro de 0,45 um para avaliagdo da biomassa bacteriana. Um total de 4 filtros com
biomassa retida foram cortados em tira, colocados em tubo Falcon e fervidos durante 20

minutos com objetivo de desprender a biomassa do material suporte (GICH et al, 2005).
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Porém, este procedimento levou a uma “dissolu¢do” da membrana, tornando o meio altamente
concentrado com material constituinte do filtro. Esta amostra quando submetida ao método de
extracdo de DNA apresentou resultado negativo (Figura 5.2). A auséncia de DNA pode ter
sido por causa da pouca biomassa retida, talvez as bactérias tenham passado pelo filtro, ou por

causa da degradacdo do DNA durante o processo de extragdo.

Ladder p. 1

1 Kb

Figura 5.1 - Gel confirmativo de extragdo do  Figura 5.2 - Gel confirmativo de extracéo do
DNA das amostras obtidas dos DNA das amostras obtidas dos
procedimentos 1e 2. procedimentos 3 e 4 .

Ainda quando a opcdo para a membrana de fibra de vidro seja raspar o material retido ao
invés de fervé-lo, verificou-se a impossibilidade de que o sedimento obtido ficasse
completamente livre de “pedacos” da membrana. Quando a membrana utilizada foi a éster de
celulose, esta colmatou-se rapidamente, ndo sendo possivel filtrar mais que 50 mL de
amostra. Verificou-se que a colmata¢do da membrana éster de celulose, porosidade 0,45 pum,
parece ser devido a outros materiais finamente particulados e nao precisamente as algas em si,
o que impede que a filtragdo seja eficiente. Esta amostra quando submetida ao método de

extracdo de DNA apresentou também resultado negativo (resultado ndo mostrado).

No procedimento 4, utilizando-se membrana tipo éster de celulose e porosidade 0,22 um para
retencdo da biomassa que eventualmente passou pelo filtro 0,45 um, a amostra obtida foi
extremamente reduzida, ji que a porosidade € ainda menor que a anterior e a membrana
colmatou-se ainda mais rdpido, sendo possivel a filtragcdo de um volume de apenas 7 mL. Isto
torna o procedimento invidvel, principalmente se for necessdrio trabalhar com volumes de
amostras a partir de 1 Litro (considerado minimo quando se deseja avaliar bactérias em
efluentes de lagoas de polimento), o que demandaria bastante tempo para se realizar a tarefa,

além de ser necessdrio utilizar muitas membranas, o que poderia onerar o procedimento.
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As amostras obtidas dos procedimentos 3 e 4, quando submetidas ao protocolo de extragdo de
dcidos nucléicos (método 1), ndo geraram DNA, ja que o procedimento de concentragdo
impossibilitou a coleta de um volume de biomassa suficiente, a fim de que o DNA pudesse ser
extraido (Figura 5.2). Isso porque ambas as membranas de éster celulose colmataram-se
rapidamente. Esta colmatacio foi provocada, como disse anteriormente, por outros materiais
finamente particulados e ndo precisamente as algas em si, o que impediu que a filtracdo fosse
eficiente. Nao houve também extracdo de DNA quando se utilizou a amostra retida na

membrana de fibra de vidro fervida, pois esta se dissolveu quando aquecida.

Dentre os dois procedimentos que resultaram em DNA, optou-se pelo uso do procedimento 2
para preparo de amostras, pela garantia de predomindncia de DNA bacteriano. Este dltimo
ponto foi considerado na escolha, pois temia-se que a presenga de grandes quantidades de
DNA algal pudesse comprometer as andlises moleculares posteriores, tanto pela competi¢do

pelos reagentes quanto na diminui¢@o na quantidade de DNA template nas reacdes de PCR.

5.2 Extracao de DNA Genémico

5.2.1 Avaliacao dos protocolos de extracio de DNA

A avaliacdo dos protocolos de extracdo foi feito para as amostras coletadas na primeira
campanha, previamente concentradas pelo procedimento 2. A comparacdo dos resultados foi
feita empiricamente através da visualizagdo das bandas nos géis de agarose, devido a

indisponibilidade de métodos para quantificacio do DNA extraido.

Comparando os resultados das extragcdes do método 1 (Figura 5.3) e método 2 (Figura 5.4),
observa-se que a intensidade do sinal das bandas obtidas pelo método 2 foram mais nitidas e
intensas, indicando que mais DNA foi extraido pelo método 2. Além disso, o método 2 gerou
menos contaminantes no material extraido, a saber pela auséncia de “rastro” nos géis. Desta
forma, quanto a extracdo de DNA das amostras de todos os pontos da primeira campanha, o
método de Egli et al. (2003) (método 2) mostrou-se mais eficiente que o método adaptado de

Lemarchand et al. (2005) (método 1).

Além da melhora na quantidade de DNA extraido, o método de Egli et al. (2003) é mais

réapido e pratico do que o método 1, o que facilitou o trabalho laboratorial. Desta forma,
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utilizou-se o método 2 para as extracdes das amostras coletadas na campanha 2 e para as

culturas bacterianas puras.
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Figura 5.3 - Imagem negativa do gel Figura 5.4 - Imagem negativa do gel
confirmativo de extragdo do DNA pelo confirmativo de extragdo do DNA pelo
método adaptado de Lemarchand et al. método de Egli et al. (2003) (método 2).

(2005) (método 1).

5.2.2 Extracdo de DNA das amostras do sistema UASB-LP e das culturas puras

As amostras de esgoto bruto e dos efluentes do reator UASB, das lagoas e do filtro coletadas
em duas campanhas foram submetidas ao procedimento 2 de concentracdo e ao protocolo de
Egli et al. (2003) para extragcdo do DNA gendmico. Os resultados das extracdes das amostras
coletadas na campanha 1 estdo mostrados nas Figuras 5.5, enquanto que as extracdes de DNA
das amostras da campanha 2 estdo mostradas na Figura 5.6. As regides dos géis marcados pela

elipse se referem ao DNA extraido das amostras.

O método de Egli et al. (2003) foi usado também para realizacao das extracdes de DNA das
culturas puras a serem utilizadas como controles no PCR. Inicialmente as culturas foram
cultivadas em meio 4gar nutriente e apds 2 dias de incubagdo, 0,5 g de células foram
transferidas para um tubo de 2 mL e submetidas ao protocolo de extracdo de DNA. A Figura

5.7 apresenta os resultados das extracdes de cada cultura pura testada.
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Figura 5.5 - Imagem negativa do gel Figura 5.6 — Gel confirmativo da extragéo de
confirmativo de extragdo do DNA para as DNA para as amostras do esgoto bruto,
amostras do esgoto bruto, efluente do UASB, efluente do UASB, efluentes das lagoas 1, 2,

efluentes das lagoas 1, 2, 3 e do efluente ao 3 e do efluente ao filtro.

filtro.

LADDER

LADDER .~

Figura 5.7 - Gel confirmativo de extragdo do DNA para as amostras de cultura pura: a)
Escherichia coli b) Shigella sonnei ¢) Staphylococcus aureus d) Enterococcus faecallis e)
Salmonella spp. e f) Yersinia enterocolitica.

5.3 Amplificacées por PCR

5.3.1 Determinacio das temperaturas de anelamento para culturas puras

Uma forma de garantir a aplicacdo dos primers para estudo dos patdgenos propostos no
presente trabalho € testar sua especificidade usando controles positivos e negativos. Apesar
dos ciclos de temperatura, e principalmente da temperatura de anelamento, serem
apresentados pelos autores que desenvolveram os primers, € possivel que sob os diferentes
reagentes, a temperatura de anelamento ideal seja diferente da publicada pelos autores. Por

isso, hd necessidade da realizacio de testes para otimizar a deteccdo das bactérias.
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As Figuras 5.8 e 5.9 mostram os resultados do PCR-gradiente para as culturas puras de
bactérias. O PCR-gradiente foi feito com a temperatura de anelamento do primer variando, na
maioria dos casos, entre 49,2°C e 62,0° C. A quantidade de amostra de DNA nas reagdes de
PCR para as culturas puras foi sempre 0,5 uL do extrato de DNA, exceto nas reagcdes que
utilizaram os primers para Escherichia coli e Salmonella spp., onde utilizou-se extrato de
DNA diluido dez vezes, ji4 que os resultados sem diluicio para E. coli ndo estavam
amplificando. Para Salmonella spp., optou-se por utilizar extrato de DNA diluido 10X
simplesmente para teste. Nao se realizou PCR-gradiente para Escherichia coli

enterohemorrigica, devido a auséncia de uma cultura pura.

Figura 5.8 - Resultados do PCR-gradiente para as culturas puras testadas: a) Escherichia
coli, primers L-uid739 e R-uid578; b) Enterococcus faecallis, primers Ent1 e Ent2; c)
Helicobacter pylori, primers HP1 e HP2 d) Salmonella spp., primes L-himA e R-himA; e)
Shigella sonnei, primers Shi-1 e Shi-2; f) Staphylococcus aureus, primers nuc1 e nuc2.
Controles negativos: Salmonella (a, b), E. coli (c, d, f), Yersinia enterocolitica (e).

De acordo com a Figura 5.8a, que mostra o PCR-gradiente para as culturas puras de E. coli,
pode-se notar que as temperaturas de anelamento 49,2° C e 54,1° C geraram bandas de PCR

fracas, ou seja, foram temperaturas que ndo permitiram que o DNA alcangasse uma boa
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amplificacdo, diferentemente das demais temperaturas. Com relagdo ao PCR-gradiente das
culturas puras de Enteroccus faecallis e Helicobacter pylori, todas as temperaturas de
anelamento dos primers se mostraram satisfatérias. Na Figura 5.9b, cada par de bandas
corresponde a uma temperatura. A primeira banda equivale a amostra de DNA sem diluicdo e
a segunda, a amostra de DNA com diluicdo de 10X. Como este PCR-gradiente foi o primeiro
a ser realizado, preferiu-se testar também dilui¢des de 1:10. No entanto, como houve uma boa
amplificacdo em todas as bandas, optou-se por fazer as préximas reacdes de PCR-gradiente,
inicialmente, com extratos de DNA nao diluido. Somente se nao houvesse amplificacdo, o

préximo passo seria dilui¢do de 10X, como se procedeu para E. coli.

c
Figura 5.9 - Resultados do PCR-gradiente para as culturas puras testadas: a) Shigella
sonnei, primers L-phoBR e R-phoBR; b) Salmonella spp., primers Sal-3 e Sal-4; c) Yersinia
enterocolitica, primers Y.16S-86f e Y.e.eur.16S-455r. Controles negativos: Yersinia
enterocolitica (a), Enterococcus faecallis (b), Shigella sonnei (c).

Como o resultado da PCR foi positivo para as culturas puras, significa que os primers se
anelaram perfeitamente ao DNA bacteriano, confirmando sua especificidade. Ao observar
com detalhe as Figuras 5.8 e 5.9, nota-se que as bandas que apresentaram uma maior
intensidade estdo por volta da temperatura de anelamento de 55°C. Com isso, foi montado um
Programa Geral, conforme descrito no item 4.5 da metodologia, com a temperatura de
anelamento de 55°C, o qual foi adotado em todas as reacdoes de PCR que foram feitas nas

etapas seguintes da pesquisa.
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Para a maioria das culturas, houve amplificacdo em todas as temperaturas testadas, exceto
para Shigella sonnei, onde ndo houve amplificacdo na maior temperatura de anelamento, na
qual era esperada a formacdo de um fragmento do tamanho de 152 pb (Figura 5.9a). Porém,
para esta mesma cultura, foi verificada a formacio de bandas inespecificas, cujo tamanho dos
fragmentos inespecificos eram de 900, 1100, 2000 e 2250 pb,, mesmo apds indimeras

tentativas para aumentar a especificidade da reag@o.

O PCR para a cultura pura de Yersinia enterocolitica foi negativo, como mostrado na Figura
5.9c. Ou seja, ndo foi possivel estabelecer as condi¢cdes de amplificacdo do DNA extraido da
cultura pura de Yersinia. Testes foram feitos na tentativa de alcancar a amplificacdo, como
mudangas na concentracdo do DNA femplate, at¢ mesmo o “Nested PCR”, no qual foi
utilizado o par de primer geral Epsilon (5-GAGASTTGATCMTGGCTCAG-3") e 1541r (5™
AAGGAGGTGATCCAGCC-3") (EMBLEY, 1991) para o gene DNAr 16S. O resultado foi
positivo para o primer geral, mas ndo gerou produtos apds aplicagdo dos primers especificos
(resultados ndo mostrados). Dessa forma, nenhuma mudanga foi satisfatéria para se conseguir

resultado positivo.

5.3.2 Deteccao das bactérias patogénicas por PCR

Ap6s a extracdo do DNA das amostras, uma quantidade deste DNA foi utilizada nas reagdes
de PCR para a andlise da presenca e da auséncia das bactérias potencialmente patogénicas nas

amostras de esgoto bruto e tratado oriundas da primeira e segunda campanha.

Uma concentragdo ndo ideal de DNA pode gerar dois cendrios de resultados. Considerando
que o DNA da bactéria alvo encontra-se em baixa concentragdo, recomenda-se a utilizagdo do
dobro do volume da amostra a fim de garantir que tenha DNA suficiente para gerar amplicons
suficientes. Porém a elevada concentracdo de DNA template pode gerar problemas no PCR,
tais como bandas inespecificas (WALKER et al., 1999) e inibi¢do pela presenca de
contaminantes, gerando resultados falso-negativos. Por isso, testes empiricos foram feitos
utilizando-se 0,5 a 2 pL de amostra do DNA extraido (diluido ou ndo) para garantir a
seguranca do resultado obtido. Os resultados destes diferentes testes (resultados ndo
mostrados) indicaram a impossibilidade de adotar a mesma diluicdo para as diferentes
amostras, e ainda a impossibilidade de adotar as diluicdes especificas para cada par de

primers testados.
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5.3.2.1 Escherichia coli e Escherichia coli enterohemorrigica

O monitoramento de Escherichia coli ao longo do sistema UASB-LP foi feito pela utilizacao
de primers para o gene uidA, cuja funcdo é codificar a enzima betaglucuronidase. Esta mesma
enzima, no método do Colilert, reage com o substrato fluorogénico para indicar a presenca da
bactéria fecal Escherichia coli. O gene uid tem sido usado para detectar E. coli em amostras
aquéticas (BEJ et al., 1991;2004).

O resultado do monitoramento no sistema UASB-LP estd mostrado na Figura 5.10. A
eletroforese em gel de agarose mostrou que E. coli foi detectada no esgoto bruto, no efluente
do UASB, da lagoa 1 tanto na primeira quanto na segunda coleta. Na primeira coleta, foi
verificado uma banda fraca também no efluente da lagoa 2. Como a intensidade das bandas
em um mesmo gel € proporcional a quantidade de DNA marcado pelo brometo de etidio, o
gradiente de intensidade mostrado na Figura 5.10 poderia indicar decaimento de DNA de E.
coli desde o esgoto bruto até o efluente da lagoa 2, sendo que nos efluentes da lagoa 3 e do
filtro, a quantidade de DNA de E. coli estaria abaixo do limite de detec¢do do método. Como
o volume de DNA femplate usado nas reacdes de PCR foi o mesmo e assumindo que as
extracdoes de DNA tenham gerado DNA com concentragdes semelhantes, pode-se considerar a

intensidade do sinal como estimativa indireta da quantidade de DNA amplificado.
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Figura 5.10 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB, efluentes das
lagoas 1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers para Escherichia coli.

Os resultados obtidos para o monitoramento de E. coli ao longo do sistema UASB-LP
mostram que o sistema de lagoas em série € o maior responsavel pelo decaimento de E. coli.

Este resultado esta de acordo com os resultados de monitoramento de coliformes nos efluentes
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do sistema (na ordem de 10’ NMP/100 mL para esgoto bruto e efluente do UASB, 10°
NMP/100 mL para efluente da lagoa 1, 10* NMP/100 mL para efluente da lagoa 2 e 10°
NMP/100 mL para efluente da lagoa 3) (ANDRADA, 2005). Segundo as andlises de
coliformes, o filtro apresenta pouco decaimento, sendo a mesma ordem de grandeza da

concentracdo para o efluente da lagoa 3 (ANDRADA, 2005).

Conforme mencionado, a ndo amplificagdo de DNA de E. coli nos efluentes da lagoa 3 e filtro
sugere que estas bactérias encontram-se nestas amostras em quantidades muito reduzidas,
chegando a 10° NMP/100mL, como mostrado por Andrada (2005). Porém, ressalta-se a
necessidade de investigar diretamente as espécies patogénicas de E. coli, pois como discutido
no item 3.3, a dose infectante de E. coli enterohemorrdgica é extremamente baixa, na ordem

de 10 a 10* células.

Investigagdes desenvolvidas por Lee et al. (2006) utilizando a técnica de PCR em tempo real
mostraram que dentre os valores de E. coli total detectados em esgotos brutos (na ordem de
107 NMP/100mL), 10* NMP/100mL estava relacionada a cepas patogénicas. H4 pouca
informacdo sobre cepas patogénicas de E. coli em esgotos e lodos, porém € razodvel assumir
que a presenca destas cepas em esgotos domésticos ocorrerd, pelo menos esporadicamente,
refletindo a incidéncia de infec¢des na comunidade. J4 em amostras do esgoto tratado (lodo

ativado seguindo por desinfeccdo em UV), esta bactéria ndo foi detectada (LEE et al., 2006).

No presente estudo foi utilizado apenas um par de primers, L-vt2a e L-vt2b, para investigacdo
da cepa patogénica de E. coli enterohemorragica (Figura 5.11). Infelizmente ndo foi possivel
padronizar as condigdes de PCR para esta bactéria pela auséncia de uma cultura pura para a
realizacdo dos testes. Mesmo assim, as reacdes com as amostras na presenca destes primers
foram realizadas utilizando o programa descrito por Bej er al. (2004) e o programa geral
(Figura 5.11). Os resultados foram negativos, mesmo apdés a adocdo da estratégia de
minimizacdo dos possiveis efeitos inibitérios da PCR (concentracio de DNA template,
remogdo do reagente BSA, aumento na temperatura de anelamento dos primers de 55°C para
58°C). Apesar deste resultado indicar que a quantidade de DNA da cepa enterohemorragica
no esgoto bruto e nos efluentes das unidades de tratamento era muito baixa, € dificil afirmar
esta ocorréncia pela auséncia da padronizacdo das condi¢des do PCR para este organismo. Ha
uma ressalva a se fazer em relagdo a uma banda de PCR presente na lagoa 1 da Figura 5.11.
Esta banda no gel ndo € a banda referente ao amplicon para E. coli enterohemorrégica, cujo

tamanho esperado era de 346 pb.
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Figura 5.11 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB, efluentes das lagoas
1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers para Escherichia coli enterohemorragica.

5.3.2.2 Samonella spp. € Salmonella typhimurium

Estudos realizados por Ampofo e Clerk (2003) mostraram que bactérias do género Salmonella
sdo a terceira mais abundante bactéria patogénica detectada no esgoto tratado pelo sistema
composto por 4 lagoas de maturacdo em série (cerca de 9% das bactérias patogé€nicas
detectadas). Além deste estudo, outros ja apontaram presenca deste género em esgotos brutos

e tratados, o que mostra a necessidade de seu monitoramento.

Os resultados do monitoramento de Salmonella spp. estdao apresentados na Figura 5.12.
Apesar das inimeras tentativas de minimizag@o de bandas inespecificas, a melhor condi¢do de
amplificacdo ainda gerou uma banda adicional. Apesar deste efeito, a banda referente ao
amplicon de 275 pb foi visualizada e portanto, considerada como resultado positivo da
amplificacdo de Salmonella spp. De acordo com a Figura 5.12, observa-se resultado positivo
apenas para os efluentes das lagoas 1 e 2 e do filtro, e uma fraca banda para o efluente da
lagoa 3, resultados estes que indicam presenga de espécies deste género nas amostras
descritas. Porém, este resultado ocorreu apenas para amostras coletadas na primeira campanha
(25/04/07), enquanto que para as amostras da segunda campanha (27/02/08), os resultados

foram negativos para todas as amostras.

A diferenga de resultado entre as duas campanhas de coleta pode estar associada a condigdes
de operagdo das lagoas ou a condigdes fisico-quimicas das lagoas nos momentos da coleta, as

quais serdo discutidas no item 5.4.
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Figura 5.12 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB, efluentes das lagoas
1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers para Salmonella spp.

Informagdes da literatura apontam que, apesar de apresentar decaimento, bactérias do género
Salmonella na ordem de 2,8 x 10° NMP/100mL podem ser detectadas em efluentes de

sistemas que adotam lagoas para polimento do tratamento secunddrio (Pant e Mittal, 2007).

Com o intuito de identificar qual espécie do gé€nero Salmonella seria o responsdvel pelo
resultado positivo do monitoramento, foi utilizado um par de primer especifico para
Salmonella typhimuirium. Os resultados, apresentados na Figura 5.13, mostram reacgdes
positivas para S. thyphimurium nas amostras de esgoto bruto, efluente do UASB (nas duas
campanhas) e um fraco sinal no efluente da lagoa 1 (campanha 1) e no efluente do filtro
(campanha 2). Estes resultados indicam que sistema UASB-LP apresentou decaimento ao
longo de suas unidades na quantidade de Salmonella typhimurium (exceto na campanha 2).
Porém, de uma forma geral estes resultados contrastam com os obtidos para o género
Salmonella apresentados acima. Esperar-se-ia um comportamento similar entre género e

espécie, porém isto nao foi verificado.

E possivel que este efeito possa ser devido aos primers utilizados. A deteccio do género
ocorreu pela detec¢do do gene invA (WANG et al., 1997), cuja funcido é codificar proteinas
relacionadas com a penetracdo celular, sendo considerado um componente essencial para a
patogénese da doenca (SANTOS et al., 2001), enquanto que para a espécie S. typhimurium, o
gene alvo foi himA (BEJ et al., 1994), um gene que codifica uma proteina de transporte na
membrana. Em especial, a proteina codificada pelo gene himA esti presente em vdrias
bactérias entéricas, incluindo Escherichia coli e Salmonella typhimurium (BEJ ef al., 1994), o

que poderia resultar em falsos positivos para S. typhimurium, principalmente nas amostras de
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EB e efluente do UASB, onde E. coli foi fortemente detectada. Porém, segundo os autores dos
primers para o gene himA, eles afirmam que a seqiiéncia de nucleotideos de S. typhimurium e
outras bactérias entéricas ndo € totalmente homoéloga, e que desta forma, a depender das
condi¢des da amplificagdo, a reacdo cruzada ndo ocorrerd. Desta maneira, considerando que a
presente pesquisa utilizou como controle negativo DNA de E. coli e que ndo houve
amplifica¢@o, o resultado falso positivo no EB e efluente do UASB devido a reagdo cruzada

com E. coli esta descartada.

Uma outra hipdtese remota, mas que talvez pudesse ser usada para explicar a auséncia de
Salmonella spp. no EB e UASB ¢ baseada no estudo de Rahn et al. (1992). Os autores, ao
realizar ensaios de especificidade e seletividade com iniciadores derivados do gene invA,
testaram 630 amostras de salmonelas e 142 amostras de microrganismos nao-salmonelas,
incluindo 21 géneros e verificaram amplificacdo em todas as amostras de DNA de
Salmonella, exceto Salmonella litchfield e Salmonella senftenberg. Conforme os autores, a
aparente auséncia do gene invA em S. litchfield e S. senftenberg sugere que estes organismos
ndo sdo invasivos, ou possuiriam caminhos alternativos de penetracio celular, com potencial
patogénico ainda desconhecido. Assim, ndo se pode descartar a idéia de que talvez essas duas
espécies de salmonelas que ndo possuem o gene invA estivessem em grande quantidade nas
amostras de EB e UASB da primeira coleta, e as demais espécies, em quantidades abaixo do

limite de deteccao.

O limite de deteccdo dos primers utilizados para investigacdo de salmonelas é 10* células/g
para a espécie S. thyphimurium (BEJ et al., 1994). Desta forma, considera-se que nos
efluentes das lagoas e do filtro houve presenga de S. typhymurium pelo menos em quantidade
de 10” células. Trata-se de um importante resultado, pois indica que em lagoas o decaimento
de Salmonella typhymurium pode nio seguir o decaimento de E. coli como tem sido relatado.
Porém, mais investigacdes necessitam ser conduzidas a fim de determinar a concentragdo
destes microrganismos no sistema, bem como os fatores ambientais que controlam seu

decaimento em lagoas.

Programa de Pds-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG 55



bp

] MO T

gy

Figura 5.13 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB,
efluentes das lagoas 1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers
para Salmonella typhimurium.

5.3.2.3 Shigella spp. e Shigella dysenteriae

O resultado das amplificacdes das amostras do sistema UASB-LP com primers para o género

Shigella estd ilustrado na Figura 5.14..

Resultados positivos de PCR (amplicons com 610 pares de base) foram obtidos para os
efluentes do UASB e lagoa 1, coletados na primeira campanha, enquanto que os resultados
das demais amostras bem como as amostras da campanha 2 foram negativos. De acordo com
Wang et al. (1997), a deteccdo para Shigella com este par de primers apresenta baixa
sensibilidade (5 x 10* células), ou seja, € necessdrio aproximadamente 5 x 10* células de
Shigella em 1 mL de cultura pura para que o resultado do PCR seja positivo. Desta forma,
pode-se supor que nas amostras das lagoas e filtro, bem como para as amostras da segunda
coleta, a concentracio de Shigella era menor que 10* células. Segundo resultados de Pant e
Mittal (2007), o sistema de 4 lagoas de maturacdo em série promoveu o decaimento de duas
unidades logaritmicas de bactérias do género Shigella, com estimativa de 3,7 x 10
NMP/100mL no esgoto tratado, ou seja, concentracdo abaixo do limite de deteccdo dos

primers utilizados.

Desta forma, assumindo que a concentragdo de bactérias do género Shigella esteja abaixo do
limite de deteccdo, recomenda-se a utilizagdo de primers mais sensiveis para monitoramento

do género Shigella em lagoas de polimento.

O monitoramento com o primer especifico de Shigella dysenteriae mostrou resultado um
pouco parecido com o obtido para o género, sendo que nao foi alcancada amplificacdo para as

amostras dos efluentes das lagoas 2, 3 e do filtro e amplificagdo positiva para o efluente do
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UASB (Figura 5.15). Porém, a amostra do efluente bruto apresentou amplificacio para a
espécie S. dysenteriae, apesar do resultado do primer para o género ter dado negativo.
Acredita-se que a ndo amplificacdo do esgoto bruto com o primer para Shigella spp. pode ser
devido a efeitos inibitérios da reacdo, apesar das diversas tentativas de otimizacdo da

amplifica¢@o nesta amostra.
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Figura 5.14 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB, efluentes das
lagoas 1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers para Shigella spp.
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Figura 5.15 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB, efluentes
das lagoas 1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers para Shigella
dysenteriae.

5.3.2.4 Enterococcus spp

O monitoramento de Enterococcus envolveu o uso do par de primers para o gene tuf,
responsavel pela codificacdo de uma proteina envolvida na formacdo de cadeias peptidicas
durante a sintese proteica (KE et al.,1999). Trata-se de um gene que pode ser detectado na
maioria das espécies de enterococos com alta sensibilidade de deteccdo e boa especificidade
(KE et al., 1999). Os resultados das reagdes com os primers para Enterococcus spp. estdo
apresentados na Figura 5.16, onde se observa a presenca de bandas nas amostras de esgoto
bruto e efluente do UASB.
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Diversos trabalhos ja mostraram a presenca de espécies de Enterococcus em esgotos brutos na
ordem de 10° a 10° células/100 mL (LEE et al., 2006, PAYMENT et al., 2001, CEBALLOS,
2000, MADERA et al., 2002, ARRIDGE et al., 1995). Ja em esgoto tratado, a maioria dos
trabalhos com uso de lagoas em série apresenta elevada eficiéncia de remoc¢ao ( > 99%) para
E. faecalis, sendo o nimero de células na ordem de 300 org/100mL (CEBALLOS, 2000) e 9.4
x 10° UFC/100mL (MADERA, 2002). De acordo com os resultados da presente pesquisa, a
auséncia de amplificacdes com as amostras dos efluentes das lagoas sugere que o sistema foi

efetivo para promover o decaimento de Enterococcus.

As espécies de enterococos sdo capazes de sobreviver longos periodos em ambientes naturais,
sob a exposicdo direta de luz solar (BALE et al., 1993). No entanto, as lagoas de polimento
mostraram-se eficientes no decaimento destes. A concentracdo de oxigé€nio dissolvido pode
também ter contribuido para remocdo de enterococcus devido a sensibilidade apresentada por
algumas espécies a altos teores de oxigénio dissolvido (CURTIS, 2003).

SEGUNDA COLETA
EB UASE L1 L2 L3

PRIMEIRA COLETA
EB UASE L1 L2 L3 F

L
A
¥
Eu
R
—
—
| —
| —
-
-
-
-
—
-
-
-
e

Figura 5.16 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB, efluentes
das lagoas 1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers para
Enterococcus spp.

5.3.2.5 Helicobacter pylori

Helicobacter pylori, bactéria relacionada ao desenvolvimento de gastrites e tlceras géstricas,
€ considerada um patégeno emergente e sua distribuicdo em dguas contaminadas tem sido
alvo de alguns estudos. Segundo Schroeder e Wuertz (2003), a forma de disseminagdo desta
bactéria ainda € incerta, porém estudos recentes investigam a hipétese de que H. pylori seja
veiculada também por dguas contaminadas. Indicagdes de Klein et al. (1991) apontam para o

fato que no Peru, a dgua é o principal fator de risco para a aquisi¢ao de H. pylori.

Programa de Pds-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG 58



Com o objetivo de verificar se H. pylori estd presente no esgoto bruto e ao longo do sistema
UASB-LP, foi realizado o monitoramento desta espécie usando primers para o gene rDNA
16S (LU et al., 2002). Os resultados do monitoramento de H. pylori nas amostras do sistema
UASB-LP foram negativos (Figura 5.17), mesmo apds as mudangas que levariam a uma
otimizacdo das reacdes de PCR das amostras (diminuicdo da temperatura de anelamento,
diluicdo das amostras, aumento no volume de DNA template). Também foi utilizado a
estratégia de ‘“Nested PCR”, para as amostras coletadas na primeira campanha, onde foi
aplicado o par de primers 1541 e Ep.F10 para o gene DNAr 16S para o dominio Bactéria
(Figura 5.18) e o uso dos amplicons para uma nova reacdo de PCR com os primers de uma
regiao do gene DNAr 165, especifico de Helicobacter pylori. Porém, os resultados desta

segunda amplificagdo também foram negativos (Figura 5.19).

521 -

100 bp PRIMEIRA COLETA SEGUNDA COLETA

Figura 5.17 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB, efluentes das
lagoas 1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers para Helicobacter pylori.

bp Ladder EB UASE L1
1 KB

Figura 5.18 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB, efluentes das lagoas
1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers 1541 e Ep.F10 para o dominio Bacteria.
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LADDER EB UASB

1 Kb

Figura 5.19 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB, efluentes das lagoas
1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers para Helicobacter pylori.
Desta forma, pode-se considerar que a quantidade de células de H. pylori no sistema UASB-
LP é baixa, uma vez que a quantidade de DNA desta espécie estd abaixo do limite de deteccao
do método (102 ou 10° células/mL), de acordo com o limite de deteccio geral de PCR
(SHARMA e CARLSON, 2000). Outros trabalhos que investigaram a presenca desta bactéria

em amostras de esgoto bruto e tratado também ndo a detectaram (LEE et al., 2006).

5.3.2.6 Staphylococcus aureus

Assim como para H. pylori, os resultados foram negativos para todas as tentativas de deteccio
de Staphylococcus aureus em todas as amostras do sistema UASB-LP (Figura 5.19). Porém,
este resultado parece coerente quando comparado ao estudo realizado por Lee et al. (2006) em
sua avaliacdo do sistema composto por Lodo ativado, seguido de desinfec¢do por radiacdo
ultravioleta, utilizando a técnica PCR em tempo real para quantificacio das bactérias

patogénicas.

Considerando o limite de detec¢do para o par de primers utilizados no presente estudo, pode-
se considerar que a quantidade de células de S. aureus no sistema UASB-LP € baixa, uma vez
que a quantidade de DNA desta espécie esta abaixo do limite de deteccdo do método (106/g de
amostra de lodo ou 20 células), considerando que o gene nuc € um bom marcador para

investigacdo deste organismo (gene que codifica a enzima nuclease extracelular termoestdvel

de S. aureus) (BURTSCHER e WUERTZ, 2003, WANG et al., 1997).

Ampofo e Clerk (2003) reportaram que das 12 bactérias patogé€nicas investigadas no sistema
composto por 4 lagoas de maturagdo em série, Staphylococcus foi a menos abundante,
contado por menos de 1% das bactérias patogénicas detectadas. Apesar de ser uma bactéria

bastante relevante do ponto de vista clinico, j& que apresenta resisténcia a indmeros
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antibidticos além de causar infecgdes, a presenca desta espécie em esgotos brutos e tratados

talvez esteja relacionado a incidéncia de infec¢des na comunidade.

0 AO0ER EE UASE L1 L2 L3 F LaDDER EB UASE L1 L2 kA F
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PRIMEIRA COLETA SEGUND& COLETA

100 bp

Figura 5.20 — PCR das amostras de esgoto bruto, efluente do UASB, efluentes das
lagoas 1, 2, 3 e do efluente ao filtro, utilizando os primers para Staphylococcus aureus.

5.3.2.7 Yersinia enterocolitica

Ampofo e Clerk (2003) reportaram que das bactérias patogénicas investigadas no sistema
composto por 4 lagoas de maturacdo em série, Yersinia foi uma das menos abundante,

representando menos de 0,5% das bactérias patogénicas detectadas.

Nao houve resultado de PCR para a deteccao da bactéria patogénica Yersinia enterocolitica,
j& que o PCR gradiente para a investigacdo da mesma foi negativo para todas as amostras,
mesmo apds a realizacdo de vdrios testes com cultura pura sem sucesso. Apesar disso, a
auséncia de Yersinia nas amostras de esgoto bruto e do sistema UASB-LP era, de certa forma
esperada, pois ha indicacdes de que este género seja preferencialmente encontrado em paises

de clima temperado e frio (CARNIEL et al., 2006).

Uma comparacio entre a sequéncia do primer com sequéncias de DNA de diferentes espécies
de Yersinia mostrou 100% de homologia. Considerando que o par de primers seja especifico
de Yersinia, ha necessidade de confirmar a identidade da cultura pura adquirida, pois a nao

amplificacdo sugere que a cultura nio seja do género Yersinia.

5.4 Comparacao do monitoramento de bactérias patogénicas entre
coletas

A Tabela 5.1 sumariza os resultados encontrados com o monitoramento dos patdégenos nas

duas coletas realizadas. Nota-se como problema principal a auséncia quase total de bactérias

patogénicas na segunda coleta. Os resultados negativos podem ter ocorrido porque a segunda
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coleta foi realizada em um dia em que ocorreu alteracdo da vazao afluente 3 ETE Arrudas,
devido a problemas operacionais na tubulagio e na bomba que encaminha o esgoto bruto para
as unidades. A diminuicdo da vazdo afluente 3 ETE Arrudas por causa destes problemas
operacionais pode ter sido a explicacdo pela queda do nimero bactérias patogé€nicas na

segunda coleta.

Tabela 5.1 - Resultados de PCR para as bactérias investigadas

Primeira Coleta Segunda Coleta

Bacterias EB UASB L1 L2 L3 F|[EB UASB L1 L2 L3 F

E. coli Total + + + o+ - - 4+ + + - - -
Salmonella spp. - -
Salmonella typhimurium  +
Shigella spp. -
Shigella dysenteriae
Enterococcus spp.
Helicobacter pylori
Staphylococcus aureus

=+
+ - - -+ o+ - - -t
=+

Além disso, os dias anteriores foram muito chuvosos, fazendo com que os efluentes da
segunda coleta ficassem mais diluidos em relacdio aos efluentes da primeira coleta. Os
parametros fisico-quimicos, tais como pH, OD, temperatura e turbidez, apresentados nas
Tabelas 9.1 e 9.2 do Anexo 1, nos dias das duas coletas, nio apresentaram nenhuma

anormalidade que pudessem relacionar as variacdes obtidas nos resultados microbiolégicos.

A PCR foi positiva apenas para E. coli e Salmonella typhimurium, na segunda coleta, mesmo
assim, com intensidade de bandas muito baixa. A diminuicdo da vazdo contribuiu para o
aumento do tempo de detencdo hidrdulica do efluente nas unidades do sistema.
Consequentemente, quanto mais tempo o efluente permaneceu nas lagoas, mais susceptivel
ele ficou aos fatores externos que promovem o decaimento de organismos patogénicos, tais

como pH, temperatura, compostos toxicos, escassez de alimento, entre outros.

Nao houve nenhum indicio de problemas no momento da coleta das amostras da segunda
campanha, assim como problemas durante a extragcio do DNA das mesmas. A coleta

transcorreu normalmente e a extracdo foi de boa qualidade, como pode ser visto na Figura 5.6.
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5.5 Comparacao do monitoramento de bactérias patogénicas entre
unidades de tratamento

Conforme apresentado na Tabela 5.1, os resultados do monitoramento de E. coli, Salmonella

typhimurium (primeira coleta), Shigella dysenteriae e Enterococcus spp. mostraram que o

sistema UASB-LP foi eficaz no decaimento destas bactérias, uma vez que nao foi detectado

DNA destas bactérias no efluente final. Pode-se considerar que o decaimento ocorreu

principalmente no sistema de lagoas em série, conforme previsto.

Sabe-se que reatores UASB ndo sdo sistemas designados para remog¢do de bactérias
patogénicas, devido principalmente aos baixos TDH (no caso do presente sistema, TDH de
11,8 horas). Os géneros Escherichia, Salmonella e Shigella apresentam metabolismo
anaerdbio facultativo, sendo capazes de fermentar uma variedade de compostos orgénicos sob
condicdes anaerdbias (MADIGAN et al, 2004). Desta forma, estas bactérias teriam condigcdes
de se multiplicarem dentro do reator UASB e contribuirem através de seu metabolismo para a
degradacdo da matéria orginica presente no esgoto. A pequena remocdo vista nos
monitoramentos se refere provavelmente a retencdo destas bactérias nos biossolidos do reator
UASB, os quais permanecem em sua maioria dentro do reator. Porém este mecanismo de
retencdo de biomassa ndo é plenamente eficiente, e geralmente uma pequena parcela de
biosolidos sdo eliminados juntamente com o efluente tratado, o que justifica a deteccdo destas

bactérias no efluente analisado.

Quanto ao processo de remocdo de coliformes em lagoas de polimento, este ocorre muito
mais pelo efeito sinérgico da luz (provoca aquecimento da dgua), pH (elevado) e clorofila a
(atividade fotossintetizante) do que pelos processos de morte celular, por falta de alimento e
predacdo (TROUSSELLIER er al., 1986). Este efeito sinérgico estd relacionado
principalmente ao processo de fotossintese realizado pelas algas, que ocorre na presenca de
luz e gera elevacdo no pH do meio. Ao consumir CO;, as algas provocam um acimulo do fon

hidroxila elevando o pH do meio (PEARSON, 2003).

Assim como E. coli, salmonelas sio também sensiveis a altos valores de pH, alta
concentracdo de O.D. e elevacdo da temperatura, por isso seu decaimento € monitorado
indiretamente pelo decaimento de coliformes (CURTIS, 2003). Apesar disso, Salmonella spp.
foi detectada exclusivamente nos efluentes das lagoas e do filtro, indicando que esta espécie

possa ser resistente aos fatores de decaimento em lagoas comparadas ao esgoto bruto e
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efluente do UASB. No entanto, ndo hd informacgdes na literatura acerca de uma possivel

resisténcia em salmonelas a ambientes de pH elevado, como € o caso das lagoas.

Ao contrario de salmonelas e shigelas, Helicobacter e Enterococcus ndo apresentam
similaridades fisioldgicas e filogenéticas com E. coli, e, portanto podem ndo apresentar as
mesmas caracteristicas de decaimento da E. coli. Assim, a avaliacdo destes grupos deve ser
realizada por métodos especificos de deteccdo. O monitoramento de Enterococcus por PCR
indicou que este género encontra-se ausente ou em concentracdes abaixo do limite de
detec¢do do método no esgoto bruto, e coerentemente também nao foi detectado nas amostras

das unidades de tratamento.

Helicobacter pylori é tolerante a altos valores de pH e por ser uma bactéria microaerofilica, é
sensivel a elevados teores de oxigénio dissolvido (CURTIS, 2003). Apesar de ndo ter sido
detectado Helicobacter no esgoto bruto, acredita-se que o sistema de lagoas em série levaria a

um decaimento destes organismos devido ao elevado teor de oxigénio nos sistemas.

Os fatores que controlam o decaimento de patégenos nas lagoas ndo se aplicam no filtro
devido a sua diferente configuracdo. A principal fungdo do filtro ao final da lagoa é remover
algas, as quais permanecem aderidas ao meio filtrante constituindo um biofilme e servindo
como alimento para outras bactérias que se fixam ao biofilme. O tempo de detencdo
hidraulico no filtro é bem menor que o da lagoa 3 (6,7 h e 1,3 d respectivamente), porém o
sistema de retencdo de biomassa permite que células agregadas ao biofilme permane¢am mais
tempo no sistema. Tanto Salmonela spp. quanto Salmonella typhymurium foram detectadas
no efluente do filtro. E possivel que as poucas células de salmonelas provenientes das
unidades anteriores encontrem neste ambiente condi¢des ideais para sua multiplicacio celular.
Porém mais estudos necessitam ser conduzidos a fim de elucidar a presenca exclusiva de

Salmonella no efluente do filtro.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

O procedimento 2, descrito no item 4.3, de preparacdo das amostras que envolveu pré-
filtracdo de 2 L de amostra da lagoa em filtro de 8,0 um, seguido de filtracdo da amostra
obtida em membrana éster de celulose de 1,2 pum e centrifugacdo a 4.000 rpm por 20
minutos, mostrou-se eficiente para concentracdo de bactérias para todas as amostras e

remogdo de grande parte das algas das amostras dos efluentes das lagoas de polimento.

A técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é adequada e aplicidvel para
deteccdo de patdgenos no sistema UASB-LP para tratamento de esgoto doméstico, desde
que bons métodos de preparagdo de amostras e extragdo de DNA sejam empregados, e que
as melhores condi¢des de amplificagdo pela PCR sejam estabelecidas. No presente estudo
a técnica foi adequada para monitoramento de E. coli, Enterococcus, Helicobacter pylori,
Salmonella, Shigella e Staphylococcus, enquanto que para as demais bactérias analisadas,
novos primers necessitam ser testados. Uma lista dos equipamentos e reagentes

necessarios para a realizacdo desta técnica encontra-se no Anexo 2.

O método de extragdo de DNA gendmico publicado por Egli et al. (2003), descrito no
item 4.4, mostrou-se como o mais pratico, do ponto de vista laboratorial, para a realizagdo

da extracdo de DNA de bactérias presentes nas diferentes amostras.

Os primers para deteccdo das bactérias Escherichia coli (L-uid739 e R-uid578),
Enterococcus (Entl e Ent2), Helicobacter pylori (HP1 e HP2), Salmonella spp. (Sal-3 e
Sal-4), Salmonela thyphimurium (L-himA e R-himB), Shigella spp. (Shi-1 e Shi-2) e
Staphylococcus aureus (nucl e nuc2) foram adequados para monitoramento destas
bactérias ao longo do sistema, enquanto que os primers para E. coli enterohemorrédgica (L-
vt2a e L-vt2b) e Yersinia (Y.16S-86f ¢ Y.e.eur.16S-455r) ainda necessitam de testes com

culturas puras.

O monitoramento das bactérias ao longo do sistema UASB-LP mostrou que as bactérias
Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Enterococcus spp. € Salmonella typhimurium
(primeira coleta), detectadas no esgoto bruto, foram removidas ao longo do tratamento,

ndo sendo detectadas no efluente final. J4 as bactérias Shigella spp. e Salmonella spp.
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foram detectadas nos efluentes das lagoas e filtro. Helicobacter pylori e Staphylococcus
aureus ndo foram detectadas no esgoto bruto e tdo pouco nos efluentes das unidades de

tratamento.

Nao foram encontrados dados fisico quimicos que pudessem ser correlacionados com as

variagdes encontradas entre as duas coletas.

Programa de Pds-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG 66



7 RECOMENDACOES

A partir da avaliacdo dos resultados obtidos no presente trabalho, recomenda-se:

¢ Investigacdo de outras espécies de bactérias patogénicas, tais como Campylobacter jejuni,
Pseudomonas aeroginosa, Clostridium perfringens e da espécie de E. coli enterotoxigé€nica
(ETEC), a fim de se certificar sobre a qualidade bacteriolégica do efluente do sistema

UASB-LP.

e Realizacdo de mais coletas para confirmar as variacdes observadas nos resultados e obter

um monitoramento mais representativo.

e Validacdo do Procedimento 2 de concentracdo de amostras (P2), extraindo o DNA das

células que porventura ficaram retidas nas membranas de 1,2 wm de porosidade.

e Realizacdo de testes para determinacio dos limites de detecc@o das bactérias investigadas

pelos primers propostos.

e Aplicacdo de metodologias baseadas em técnicas moleculares quantitativas, tais como
FISH ou PCR em tempo real, para quantificagdo das espécies investigadas e avaliacdo do

decaimento das mesmas ao longo do sistema UASB-LP.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1
Tabela 9.1 - ParAmetros fisico-quimicos das amostras do dia 25/04/2007
Parametro Unidade EB UASB L1 L2 L3 F
pH - 7.4 7,3 7,7 8,3 9,0 8,1
oD mg/L 0,3 2,4 17,6 19,0 8,4 0,8
Temperatura °C 24,2 20,7 25,8 253 24,4 24,3
Turbidez uT 1410 90,9 39,2 48,2 55,9 49,0
DBO total mg/L 177 40 22 30 42 39
DBO filtrada mg/L 50 21 9 9 11 13
DQO total mg/L 427 146 146 181 185 175
DQO filtrada mg/L 158 72 98 95 100 80
SST mg/L 202,0 30,5 75,5 83,5 91,0 60,0
ssv mg/L 1630 25,0 63,0 75,0 82,0 53,0
N - total mg/L 26,9 43,7 29,2 19,7 15,2 13,5
NTK mg/L 26,9 43,7 29,1 19,6 15,1 13,4
N- Amoniacal ~ mg/L 24,1 29,7 21,8 11,2 9,5 9,0
N- NO; mg/L 0,043 0,012 0,100 0,056 0,100 0,034
N - NO: mg/L 0,001 0,002 0,002 0,01 0,02 0,01
N- Organico mg/L 2,8 14,0 7,3 8,4 5,6 4,5
Fosforo total mg/L 1,208 2,043 1,980 2,220 2,069 2,040
P - Fosfato mg/L . . . . . .

Tabela 9.2 - ParAmetros fisico-quimicos das amostras do dia 27/02/2008

Parametro Unidade EB UASB L1 L2 L3 F
pH - 7,1 7,0 7,8 7,7 8,0 7,4
oD mg/L - - - - - -

Temperatura °«C - - - - - -
Turbidez uT 100 86 18 31 37 32
DBO total mg/L 219 46 23 34 26 20

DBO filtrada mg/L 83 29 2 ) 5 8
DQO total mg/L 431 183 161 199 180 112

DQO filtrada mg/L 488 232 94 102 90 76

SST mg/L 174 52 16 23 68 11
ssv mg/L 152 40 8 22 52 2
N - total mg/L 29,5 30,1 21,0 14,8 13,1 13,7
NTK mg/L 29,5 30,0 21,0 14,7 13,0 13,6
N- Amoniacal ~ mg/L 24,4 24,9 17,6 13,6 10,8 11,3
N- NO; mg/L 0,032 0,032 0,053 0,039 0,067 0,049
N -NO mg/L 0,004 0,005 0,017 0,004 0,008 0,008

N- Organico mg/L 5,1 5,1 3,4 1,1 2,3 2,3

Fésforo total mg/L 0459 0,801 0,654 0,527 0,830 1,514

P - Fosfato mg/L 1,881 1,637 1,846 2,073 1,550 3,397
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9.2 Anexo?2

Tabela 9.3 - Equipamentos e reagentes necessarios para realizagdo de monitoramentos por
PCR (incluindo alguns custos aproximados)

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Preparacio das amostras Extracio de DNA PCR
Equipamentos
Aparato de filtrag@o a vacuo Microdesmembrador (Mini- Termociclador com opc¢do de
Beadbeater — Glen Mills Inc) gradiente de temperatura
U$ 690,00 (Eppendorf) U$ 8.000,00
Centrifuga para velocidades de Microcentrifuga para velocidades Microcentrifuga para velocidades
4.000 rpm até 14.000 rpm  (Minispin, até 14.000 rpm (Minispin,
Eppendorf) U$ 930,00 Eppendorf) U$ 930,00
Freezer para armazenamento das Vortex Aparato para eletroforese — cuba e

amostras

Micropipetas (10, 200, 1000 ul)
(Eppendorf) U$ 180,00 cada

Transiluminador de 1luz UV

(modelo TFM-20) U$ 1.400,00

Sistema de captura de imagem
(modelo Digidoc-It) U$ 2.800,00

fonte

Transiluminador de luz UV

(modelo TFM-20) U$ 1.400,00

Sistema de captura de imagem
(modelo Digidoc-It) U$ 2.800,00

Vortex

Micropipetas (10, 200, 1000 ul)
(Eppendorf) U$ 180,00 cada

Reagentes

Tampdo (50mM Tris-HCI pH 8,0.
0,5 mM EDTA, 3% de SDS)

Fenol pH equilibrado R$ 200,00
100g

Enzima Taq + tampao R$ 200,00
500 unidades

dNTP R$ 280,00 1 mL de 10mM

Oligonucleotideos (primers)
R$ 120,00 - 0,025 umol cada

BSA R$ 300,00 5g

Ladder R$ 350,00 250 ng
Agarose R$ 350,00 100g
Tampdo de corrida R$ 200,00

Tampdo de eletroforese (TAE 1X
e 50X))

Brometo de etidio R$ 100,00 (10
mL)

Vidros, plasticos, filtros e membranas

Tubos de centrifugacdo

Filtro de 8,0 um de porosidade

Membrana éster de celulose (1.2
um de porosidade)

Ponteiras (10, 200, 1000 ul)
(cada R$ 50,00 1000 unidades)

Microtubos de 2 mL e 0,5 mL
(cada R$ 50,00 1000 unidades)

Ponteiras (10, 200, 1000 wl)
(cada R$ 50,00 1000 unidades)

Microtubos de 0,1 mL (R$ 70,00
1000 unidades)
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